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Resumen

La diversidad de bacterias enddfitas fue estimada en raices de plantas de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa) por medio de la amplificacién y secuenciacién de genes
ribosomales 16S. Se identificaron 16 unidades taxonémicas operacionales (OTUs)
en una biblioteca de clonas mediante el andlisis tipo Blast, incluyendo las clases
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria, Bacilli y bacterias no cul-
tivables. Los cinco géneros predominantes fueron Stenotrophomonas, Microbacte-
rium, Burkholderia, Bacillus y Pseudomonas. Nuestros resultados sugieren que la
diversidad bacteriana enddfita dentro de las raices de plantas de tomate pertenecena
géneros bacterianos asociados a la rizésfera y con gran potencial para llevar a cabo
funciones de promocién del crecimiento vegetal.
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Abstract

The endophytic bacterial diversity was estimated in Mexican husk tomato plant roots
by sequence homology analysis of the 16S rDNA genes. 16 OTUs (Operational Taxo-
nomic Units) from the 16S rDNA root library were identified based on sequence analy-
sis, including the classes Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria,
Bacilli and uncultured bacteria. The five predominant genera were Stenotrophomo-
nas, Microbacterium, Burkholderia, Bacillus and Pseudomonas. Our results suggest
that endophytic bacterial diversity in roots of tomato plants belong to bacterial genera
associated to the rizhosphere with great potential to carry out the functions of plant
growth promotion.

Keywords: Endophytes, bacterial diversity, Physalis ixocarpa, rRNA 16S.

Introduccidn

Existen diversas relaciones entre los microorganismos y las plantas. Puede haber
asociaciones dafiinas, neutrales y benéficas. Entre las asociaciones benéficas se pueden
presentar aquellas donde las bacterias pueden colonizar el tejido interno de la planta. Es en
este microambiente donde se da una estrecha relacién bacteria-planta. Las bacterias end6-
fitas pueden ser definidas como aquellas bacterias que colonizan los tejidos internos de la
planta y no muestran signos externos de infeccién o efectos negativos en su hospedante
(Schulz y Boyle 2006).

Las primeras evidencias de asociacién entre microorganismos endoéfitos y plantas se
originaron de observaciones en tejidos y hojas fosilizadas, lo que soporta la inferencia de
gue la asociacion planta-endéfito pudo haber ocurrido junto con la aparicion de las primeras
plantas en latierra (Strobel 2004). El beneficio de las interacciones planta-bacteria que pro-
mueven la salud y desarrollo de la planta han sido objeto de estudio desde hace décadas.
Algunos trabajos recientes también investigan su potencial para el mejoramiento de la bio-
degradacion de contaminantes del suelo, sintesis de compuestos antibacterianos o antifan-
gicos, asi como la produccion de metabolitos 0 compuestos que promuevan el crecimiento
vegetal (Rijavec et al., 2007; Berg et al., 2005; Brooks et al., 1994; Tan et al., 2006).

Distintos estudios han mostrado que la diversidad bacteriana endéfita de plantas pue-
de ser una subpoblacion de los habitantes de la rizésfera (Germida et al., 1998). Asi mismo,
la gran mayoria de los estudios poblacionales bacterianos y de otros grupos se han enfoca-
do en la rizésfera (Lindow y Brandl 2003; Kuiper et al., 2004; Berg et al., 2005). Se ha pro-
puesto que de las aproximadamente 300,000 especies de plantas que existen en la tierra,
cada plantaindividual es hospedera de diversas bacterias endofitas (Strobel et al., 2004).

Los endofitos bacterianos de plantas han sido estudiados en plantas de maiz, frijol,
platano, uva, trigo y papa, entre otras (Rosenblueth y Martinez-Romero 2006). La diversidad
gue se hareportado depende en gran parte del tipo de especie vegetal que se ha analizado.
Por ejemplo, se han reportado especies de las bacterias Stenotrophomonas maltophilia y
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Microbacterium sp. en raices de plantas de arroz, pastos y algodén (Sun 2008; Dalton et al.,
2004; Mclnroy y Kloepper 1995). Asi mismo, estos géneros han sido ampliamente estudia-
dos por promover el crecimiento vegetal. Especies de otros géneros como Pantoea y Cellu-
lomonas han sido aisladas y reportadas como endéfitas de plantas de arroz, frijol soya, uvay
maiz (Elvira-Recuencoy Van Vurde 2000; Bulgari et al., 2009). Las especies de estos géne-
ros han mostrado su capacidad para degradar compuestos téxicos, asi como se ha mostra-
do que especies del género Pantoea pueden inhibir el crecimiento de patégenos de plantas
(Zinniel et al., 2002).

En el presente estudio, se realizd una caracterizacion de la comunidad endéfita bac-
teriana que se encuentra en las raices de plantas de tomate verde o de cascara (Physalis
ixocarpa) empleando la secuencia de genes que codifican para la subunidad 16S de ARN ri-
bosomal (ARNT).

Materiales y Métodos

Muestreo de plantas y analisis fisico-quimico del suelo

Se colectaron diez plantas de P. ixocarpa Brot. de dos meses de edady el suelo rizos-
férico de cada una de ellas en un campo agricola en Salvatierra, Guanajuato, México
(20°12'54"N,100°52’41"0, Altitud 1759 msnm). Las muestras fueron transportadas inme-
diatamente al laboratorio para su andlisis. Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo se
analizaron en el Laboratorio de Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal en el
INIFAP-México, y fueron las siguientes: textura franco-arcillosa, pH 7.9, el contenido de ma-
teria organica fue de 2.66%, 30.52% de arcilla, 12.1 ppm de N inorganico.

Esterilizacion superficial de las raices y extraccion de ADN total

Una vez que se eliminaron las particulas del suelo rizosférico, las raices se lavaron
con agua destilada estéril. Las raices se sumergieron en etanol al 70% durante 3 min, se la-
varon con solucién de hipoclorito de sodio fresco durante 5 min, se enjuagaron con etanol al
70% durante 30 segundos y finalmente se lavaron cinco veces con agua destilada estéril.
Para confirmar que el proceso de esterilizacion de la superficie radicular se realizé correcta-
mente, se inocularon alicuotas de 100 pL del agua destilada estéril utilizada en el enjuague
final en caldo de cultivo Luria-Bertani (LB) y placas de agar nutritivo (AN). Las placas se exa-
minaron en busca de crecimiento bacteriano después de incubacién a 28°C durante 5 dias,
sin observarse colonias bacterianas. Las raices de diez plantas (10 g en total de tejido vege-
tal) con superficie esterilizada se utilizaron para el aislamiento de ADN mediante el método
descrito por Xie y colaboradores (1999).
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Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de los genes 16S
bacterianos

Los genes de la subunidad 16S de ARNr fueron amplificados utilizando los cebadores
universales bacterianos FD1, 5-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y Rd1,
5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3', correspondientes a las posiciones 8 a 28 y 1526 a 1542
del gen 16S de Escherichia coli, respectivamente (Weisburg etal., 1991). Se utilizaron las si-
guientes condiciones de PCR: una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 3 min, 30 ciclos
de 1 mina95° C parala desnaturalizacién, 1 mina 53 °C para el alineamientoy2mina 72 °C
para la extensién; y un paso de extension final a 72° C durante 5 min. Los productos de PCR
se observaron en un gel de agarosa al 1% y se purificaron mediante el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, USA) de acuerdo al proveedor. Los fragmentos de
PCR purificados fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) y los productos de la
ligacion se utilizaron para transformar células de E. coli DH5 o electrocompetentes para ge-
nerar la biblioteca de genes ribosomales 16S. Se detectaron 146 clonas positivas en medio
LB adicionado con ampicilina (100 pug/ml) con 80 mg/ml de X-Gal. El andlisis de restriccion
de los plasmidos recombinantes del total de clonas se realizé con la enzima EcoRI para de-
tectar los insertos. Una vez detectados los insertos en clonas positivas, se purificaron con un
kit comercial (Promega, USA) y se secuenciaron mediante el uso de cebadores del vector
(M13 “forward” y “reverse”) en el Laboratorio Nacional de Genémica para la Diversidad, Ira-
puato Gto.

Analisis de las secuencias de los genes 16S ribosomales

La posibilidad de obtener secuencias quiméricas se analiz6 utilizando el programa
CHIMERA_CHECK de la paginaweb del Ribosomal Database Project (Maidak et al., 1999).
Las secuencias consideradas como quimeras fueron depuradas y comparadas con la base
de datos GenBank (NCBI) utilizando el programa BLASTN, para obtener las mejores identi-
dades. Dichas secuencias fueron depositadas en el GenBank con los nimeros de acceso
HM216894-HM216910.

Resultados y Discusion

En este trabajo se analizé la diversidad bacteriana endéfita en las raices de plantas de
tomate de cascara mediante la amplificacion y secuenciacion de genes que codifican parala
subunidad 16S del ARNr, con longitudes que varian entre 560 y 1450 pb. Este analisis sugie-
re que la biblioteca de raices de tomate de cdscara (la cual consta de mas de 140 clonas)
contiene 16 OTUs, que incluye las clases Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Acti-
nobacteria, Bacilli y bacterias no cultivables (Figura 1). Los géneros predominantes fueron
Stenotrophomonas y Microbacterium, ya que 20 clonas mostraron identidad con cada uno
de dichos géneros, en particular con las especies S. maltophilia y M. foliorum. Otro género
abundante fue Pseudomonas con 16 clonas, mientras que en el caso de Burkholderia cepa-
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cia se encontré identidad en 14 clonas, Bacillus licheniformis con 9 y Bacillus subitilis con 8.
Otras secuencias mostraron identidad con bacterias de los géneros Pantoea, Xanthomo-
nas, Cellulomonas y bacterias no cultivables (Figura 2). Cabe destacar que los porcentajes
de identidad fueron mayores al 98% en todas las secuencias encontradas.

Gram Positivas no cultivables mNumero de OTUs
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Nuestros resultados sugieren que el grupo mas dominante esta afiliado alas Gamma-
proteobacteria, lo cual es consistente con otros estudios (Chelius y Triplett 2001; Kaiser et
al., 2001; Sun et al., 2008). Esta clase incluye siete de dieciséis OTUs encontrados en la po-
blacion analizada, lo que representa casi el 45%. 41 clonas mostraron alta identidad con las
especies Stenotrophomonas sp. y S. malthophilia. Las especies de Stenotrophomonas se
han aislado o detectado como endéfitos de las raices del arroz (Dalton et al., 2004; Sun etal.,
2008) y plantas de algodén (Mclnroy y Kloepper 1995). Algunos estudios reportan especies
de Stenotrophomonas como promotoras del crecimiento vegetal, y que pueden suprimir el
desarrollo de enfermedades por la secrecion de algunos compuestos, tales como el antibio-
tico maltofilina (Jakovi et al., 1996). El segundo grupo mas representado fue Microbacterium
sp., que se ha reportado en asociaciéon enddfita con diferentes plantas y semillas de maiz
(Zinniel et al., 2002; Conny Franco, 2004; Rijavec et al., 2007). Por ejemplo, Conny Franco
(2004) reportaron varias especies de Microbacterium en un andlisis de las poblaciones en-
ddfitas en las raices de trigo (Triticum aestivum L.), siendo el género predominante en ese
estudio.

Otras secuencias de ADNr 16S en nuestra biblioteca mostraron alta identidad con
bacterias de los géneros Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus (98-100%). Tales géneros
se han estudiado ampliamente debido a su gama de productos metabolicos secundarios in-
cluyendo antibidticos, compuestos organicos volatiles, antifungicos, antivirales e insectici-
das entre otros compuestos (Lodewyckx et al., 2001; Ryan et al., 2008). También se detectd
la presencia de nueve clonas que tenian identidad con Xanthomonas campestris, un paté-
geno de diversas plantas (Bashan, 1982; Guevara y Maselli, 2005). Bashany colaboradores
en 1982 mostraron la supervivencia de X. campestris pv. vesicatoria en las semillas y raices
de plantas de chile sin mostrar sintomas de alguna enfermedad, aunque no se descarta la
aparicion de la enfermedad en algunas otras etapas de crecimiento. En este trabajo no se
observo ningun sintoma de enfermedad en las plantas de tomate en el momento de la colec-
ta. De acuerdo con diversos estudios, las poblaciones de enddfitos pueden ser afectadas
por factores biolégicos o ambientales, tales como la edad de la planta, el tipo de tejido y el
tiempo de muestreo (Siciliano et al., 1998; Araujo et al., 2001; Adams y Kloepper, 2002). El
andlisis de las funciones o actividades patogénicas en cepas de X. campestris endofiticas
podria ser un interesante tema de investigacion.

Pantoea y Cellulomonas son otros dos géneros que se encuentran en nuestra biblio-
teca como enddfitos de las plantas de tomate. Pantoea es un residente endofitico de diferen-
tes plantas, como el arroz, soya, uva'y maiz (Elvira-Recuencoy van Vuurde 2000; Bulgari et
al., 2009). Curiosamente, la cepa TR-5 de P. ananatis, que fue aislada a partir de semillas de
maiz, inhibe in vitro el crecimiento del hongo Lecanicillium aphanocladii (Bulgari et al.,
2009). Zinniel y colaboradores (2002) aislaron especies de Cellulomonas de tejidos vegeta-
les y mostraron una adecuada capacidad de colonizacion y sobrevivencia.

Finalmente, nuestros resultados muestran que dentro de las raices de plantas de to-
mate, P. ixocarpa, residen bacterias endofitas que podrian tener un gran potencial para el
control biolégico de enfermedades vegetales, asi como realizar funciones que promuevan el
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crecimiento y la salud de las plantas. Actualmente estamos llevando a cabo el aislamiento
de estas bacterias cultivables para detectar la sintesis de fitohormonas y antibiéticos en
plantas de tomate verde.
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