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RESUMEN 

 

El frijol es uno de los cultivos agrícolas más importante para México, 

América Latina y África. Su producción es afectada por la limitación de nutrimentos 

como nitrógeno y fósforo además de plagas y enfermedades. Esta leguminosa 

tiene la capacidad de establecer una asociación con bacterias del género 

Rhizobium que aportan nitrógeno a la planta. La presencia de otras bacterias 

asociadas a esta leguminosa fue analizada. Miembros de los géneros Bacillus, 

Paenibacillus, Methylobacterium, Staphylococcus, Acinetobacter, Sphingomonas, 

Kocuria, Streptomyces entre otros fueron aislados y caracterizados 

molecularmente a partir del xilema, de raíces de 3 y 12 días así como de semillas 

inmaduras de plantas de frijol cultivadas en condiciones de esterilidad sugiriendo 

que el origen de estas bacterias es en la semilla de la leguminosa. La capacidad 

de solubilizar fosfato mineral y fitato fue evaluada en las bacterias aisladas de frijol 

encontrando que miembros de los géneros Acinetobacter, Streptomyces y 

Rhizobium presentan dicha actividad.  

La naturaleza endófita de la cepa de Methylobacterium CCGE 2054 fue 

evaluada visualmente al marcarla con un gen reportero; en plantas de frijol esta 

cepa fue capaz de colonizar el interior de las raíces al inocularla, además de 

algunos nódulos cuando se co-inoculó con R. etli CFN42. 

La secuencia de los genes 16S rARN, rpoB, dnaK, atpD y la caracterización 

fenotípica, así como la hibridación ADN-ADN de la cepa CCGE 2052 permitió la 

denominación de una especie nueva de Rhizobium llamada Rhizobium 

endophyticum.  

El análisis más detallado de los endófitos de frijol, así como del genoma de 

R. endophyticum permitirá comprender mejor la asociación endófito-planta. 
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ABSTRACT 

 

Common bean is one of the most important crops in Mexico, Latin America and 

Africa for human consumption. Its production is affected by nutrient limitation as 

nitrogen and phosphorus, and diseases. This legume has the ability to associate 

with nitrogen fixing bacteria belonging to the genus Rhizobium providing nitrogen 

to the plant. In this work the association of common bean with other bacteria was 

analyzed. Members from Bacillus, Paenibacillus, Methylobacterium, 

Staphylococcus, Acinetobacter, Sphingomonas, Kocuria, Streptomyces genera 

were isolated and characterized by sequencing 16S rRNA genes from bacteria 

isolated from 3-day and 12-day roots, sap xylem and immature seeds of plants 

grown in gnotobiotic conditions supporting the suggestion that the isolated bacteria 

are seed-borne endophytes.  Some members of Acinetobacter, Streptomyces and 

Rhizobium showed mineral phosphate and phytate solubilization activities. 

Colonization of common bean roots by Methylobacterium CCGE 2054 tagged with 

a reporter gene was evaluated. Beta glucuronidase activity was detected in root 

inner tissues and in some nodules when this strain was coinoculated with 

Rhizobium etli CFN42.  

Sequence of 16S rRNA, rpoB, dnaK, atpD genes, phenotype characterization and 

DNA-DNA hybridization of strain CCGE 2052 with related strains of Rhizobium 

were the basis to describe R. endophyticum as a novel species. A further analysis 

on bean endophytes and the complete genome sequence of R. endophyticum 

CCGE 2052 will increase the understanding of the bacterial endophyte-plant 

association. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa que forma parte de la 

dieta diaria de la población de América Latina y África. Esta leguminosa es 

cultivada en suelos tropicales que por lo general presentan bajo contenido de 

fósforo. El nitrógeno como el fósforo son macro-nutrimentos esenciales para el 

crecimiento de la planta y tienen una participación importante en la composición 

de las células ya que el nitrógeno es necesario principalmente para la síntesis de 

compuestos como las bases nitrogenadas y aminoácidos. Por su parte, el fósforo 

participa en la síntesis de ácidos nucléicos, en la fotosíntesis, glicólisis, 

respiración, síntesis de membrana, activación e inactivación de enzimas, 

reacciones redox, generación de energía y en la fijación de nitrógeno (Israel, 1987; 

Raghothama, 1999). Por lo general, los agricultores utilizan fertilizantes químicos 

para subsanar las carencias de ambos elementos en el suelo; sin embargo, de las 

grandes cantidades aplicadas sólo una pequeña parte es aprovechada por las 

plantas, el resto contribuye a la contaminación del medio ambiente. 

El frijol, al igual que muchas leguminosas tiene la capacidad de establecer 

una asociación con bacterias pertenecientes al género Rhizobium de las α-

Proteobacterias (Martínez-Romero y Caballero-Mellado, 1996; Young, 1996) que 

son capaces de fijar nitrógeno atmosférico y transformarlo en amonio, forma 

asimilable por las plantas, debido a la actividad de la enzima nitrogenasa. 

La domesticación del frijol comenzó hace aproximadamente 4000 años 

(Kaplan y Lynch, 1999) al seleccionar ecotipos silvestres de P. vulgaris en base a 

semillas y plantas grandes. Los dos centros de origen de esta leguminosa son 

México para las semillas mesoamericanas y los Andes para las semillas andinas. 

Existe una variabilidad genética del frijol tanto en los frijoles mesoamericanos 

como andinos en la utilización eficaz de fósforo y en la capacidad de fijación de 

nitrógeno (Beebe et al., 1997; Araujo et al., 1998; Vadez et al., 1999; Nielsen et al., 

2001; Vadez and Drevon 2001; Christiansen, 2002; Singh et al., 2003). Diferentes 

proyectos de investigación han sido enfocados hacia el incremento de la 

producción del frijol a través de la selección de líneas resistentes a enfermedades 
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o incrementando la nodulación al utilizar cepas de Rhizobium eficientes (Martínez-

Romero y Rosenblueth, 1990; Martínez-Romero et al., 1998; Rengel, 2002; 

Hardarson y Atkins, 2003) con el objeto de obtener altos niveles de fijación de 

nitrógeno y por lo tanto un uso más eficiente de nutrimentos. 

En el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) se han identificado 

nuevas líneas de frijol con una alta tolerancia a diferentes tipos de estrés como la 

limitación de fósforo en comparación con las variedades comerciales cultivadas de 

frijol. Dentro de este programa de mejora del frijol la línea BAT 477 ha sido 

seleccionada por su alto potencial de fijación simbiótica de nitrógeno (FSN) tanto 

en alto como en bajo fósforo (CIAT, 1997) y en estrés hídrico (Castellanos et al., 

1996). Por el contrario la línea DOR 364 es sensible a la limitación de este 

elemento. Ambos genotipos se utilizaron para la obtención de una progenie y en 

éstos llevar acabo el análisis de la segregación de “Quantitative Trait Loci” (QTL) 

relacionadas con el potencial de FSN, resistencia al estrés hídrico y a la tolerancia 

de limitación de fósforo. 

Hongos y bacterias pueden establecer asociaciones con plantas, animales 

e inclusive con el ser humano; dichas asociaciones tienen un carácter desde ser 

mutualistas hasta patógenas (Dimijian, 2000a). Esta últimas han hecho que el 

hombre tenga un interés especial en entenderlas debido a todas las 

consecuencias que conlleva el desencadenar un proceso patogénico en cultivos 

agrícolas o en la salud de los individuos (Dimijian, 2000b). Sin embargo, el análisis 

de las asociaciones mutualistas no dejan de llamar la atención, siendo la de 

Rhizobium-leguminosa una de las más estudiadas, seguida de la asociación 

micorrícica (Limpens y Bisseling, 2004; Stacey et al., 2006; Jones et al., 2007). La 

asociación entre plantas y otras bacterias diferentes a Rhizobium y hongos no 

micorrícicos también ha sido analisada, teniendo un desarrollo importante en los 

últimos años. La presencia de estos microorganismos en la planta parece no 

provocar síntomas de enfermedad; dicha asociación es denominada endófita, 

debido al hecho de que bacterias y hongos se encuentran en el interior de la 

planta (Hallman, 1997; Schulz y Boyle, 2006). 



 5 

La función o los posibles beneficios que este tipo de organismos aportan a 

sus hospederos ha sido el objeto de muchas investigaciones para utilizarlos en la 

agricultura, en la industria o en la medicina. Este es un campo de estudio 

fascinante el cual no está tan desarrollado y en donde queda mucho por descifrar 

y entender para su manejo. 

A continuación se abordarán los temas qué es un endófito, las comunidades 

de endófitos presentes en las plantas, el proceso de colonización de la planta por 

los endófitos, los beneficios que aportan a las plantas cuando los endófitos están 

presentes en ellas, las metodologías utilizads para estudiar y analizar los endófitos 

y la genómica de estos microorganismos. 

 

¿Qué es un endófito? 

El significado literal del término endófito es “dentro de la planta” proviene de 

la raíz griega endo que significa dentro y phyton, planta. Este término ha sido 

usado de una manera amplia para nombrar a hongos, bacterias e insectos que se 

encuentran en el interior de las plantas (Schultz y Boyle, 2006). Cualquier órgano 

vegetal puede ser colonizado por un organismo endófito, desde la raíz, pasando 

por el tallo, hojas y llegando hasta el fruto y la semilla; supuestamente no hay 

planta alguna en los diversos ambientes naturales que esté desprovista de 

organismos endófitos (Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006) 

La interacción entre la planta y el endófito puede ser de saprofitismo, 

parasitismo o mutualismo. El término endófito ha sido usado para denominar a 

algas endófitas patógenas, plantas endófitas parásitas, bacterias y hongos 

endófitos mutualistas así como a bacterias patógenas y hongos en fases de 

desarrollo latente (Schultz y Boyle, 2006) 

Sin embargo, a pesar de los diversos usos que se le ha dado al término 

endófito, en este trabajo y en muchos otros se ha definido como “aquel 

microorganismo que vive en el interior de la planta y que no causa daño aparente 

alguno al hospedero” (Hallman, 1997), esta definición puede aplicarse tanto a 

hongos como a bacterias. Un punto importante que hay que recordar es que la 

definición describe un estado momentáneo, por lo que puede incluir a bacterias 
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patógenas avirulentas así como patógenos latentes y/o virulentos en etapas 

tempranas de infección (Schultz y Boyle, 2006). Parece existir una línea muy frágil 

que separa estos organismos en endófitos y patógenos pero ¿qué es lo que 

rompe esta frágil división?. Los estados de comensalismo y mutualismo son donde 

el hospedero no es afectado; en el primero, el huésped obtiene nutrimentos del 

hospedero pero este último no tiene beneficio alguno. En el mutualismo, ambos 

participantes son beneficiados y a menudo se genera una promoción del 

crecimiento del hospedero. Ambos estados requieren un balance entre las 

respuestas de defensa de la planta y la demanda de nutrimentos del endófito. Este 

balance puede verse afectado por factores genéticos, por un desbalance en el 

intercambio de nutrimentos, por factores ambientales o por la interacción 

microorganismo-microorganismo resultando una interacción patogénica (Kogel et 

al., 2006; Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006; Schulz y Boyle, 2006). 

Considerando el estilo de vida se pueden establecer dos grandes tipos de 

endófitos; 1) aquellos microorganismos que dependen estrictamente de la planta 

para su crecimiento y su sobrevivencia denominados endófitos obligados, éstos 

se pueden transmitir de una planta a otra de manera vertical o bien por vectores, y 

2) los endófitos facultativos, los cuales son microorganismos que viven en el 

interior de la planta al menos una parte de su vida y  no depende de ésta de una 

manera estricta para su supervivencia; por lo general estos microorganismos 

llevan a cabo un proceso activo de colonización de la planta y en su mayoría son 

microorganismos del suelo (Reinhold-Hurek y Hurek 1998; Hardoim et al., 2008). 

Las asociaciones simbióticas de hongos micorrícicos arbusculares y de 

bacterias del género Rhizobium con leguminosas han sido consideradas por 

algunos autores como asociaciones endófitas ya que ambos tipos de 

microorganismos viven en el interior de las plantas y no causan daño visible al 

hospedero. Sin embargo, estas asociaciones presentan una particularidad, ambas 

forman estructuras especializadas en el hospero; arbúsculos en el interior de las 

células vegetales por los hongos micorrícicos y nódulos en raíces y tallos en el 

caso de rhizobia que además tienen la capacidad de colonizar el interior de las 

células vegetales. Tomando en cuenta estas características, en lo que concierne a 
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este trabajo no se tomarán en cuenta como endófitos estos microorganismos, 

serían considerados como endosimbiontes (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). 

 

Comunidades endófitas en las plantas.  

El análisis de las poblaciones de endófitos presentes en las plantas 

comenzó a desarrollarse alrededor de los años 70’s cuando al liberarse un pasto 

mejorado se reportaron desórdenes en el comportamiento del ganado; los 

científicos agrícolas determinaron que la causa de esos desórdenes era debido a 

alcaloides presentes en el pasto, los cuales eran producidos por un hongo endófito 

del género Neotyphodium. A partir de ese momento se incrementaron las 

investigaciones sobre la interacción endófito-planta, en particular sobre hongos 

endófitos y su asociación con pastos (Clay y Chardl, 2002; Ahlholm et al., 2002). 

Posteriormente, se reportó que no sólo los hongos estaban presentes en las 

plantas también había bacterias; las cuales inicialmente se pensó que eran 

contaminantes (Chanway, 1996). 

Además del estudio de los endófitos en los pastos, la mayoría de la 

investigación sobre endófitos se ha centrado en especies con un valor económico, 

agronómico o medicinal importante provocando un menor conocimiento sobre los 

papeles ecológicos de endófitos propios de plantas nativas. Dentro de las 

especies agrícolas importantes de las cuales se ha reportado la diversidad de 

endófitos están la papa, el maíz, la caña de azúcar, el arroz; frutos como la 

papaya y el plátano; también árboles como pinos, eucaliptos y sobre todo álamos 

(Rosenblueth y Martínez Romero, 2006). En cuanto a los endófitos en 

leguminosas, éstos han sido analizados en plantas de soya, chícharo, trébol, 

Conzattia multiflora reportándose bacterias del género Pseudomonas, 

Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Acinetobacter, Methylobacterium (Sturz et al., 

1996; 1997; Elvira-Recuenco y Vuurde, 2000; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; 2005; 

Burch y Sarathchandra, 2006; Wang et al., 2006; Hung et al., 2007). 

No obstante del empleo de diferentes metodologías para la caracterización 

de los endófitos en plantas, los géneros de bacterias frecuentemente reportados 

como endófitos son Pseudomonas, Pantoea, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, 
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Acinetobacter; muchas de éstas son bacterias de vida libre que se encuentran en 

el suelo y que al colonizar el interior de la planta pasan a ser endófitas; las cuales 

también presentan beneficios para la salud de la planta o bien promueven el 

crecimiento de ésta. Como parte de las comunidades de bacterias endófitas de 

plantas, frecuentemente se han reportado bacterias que son patógenos 

oportunistas de humanos como Burkholderia cepacia, Acinetobacter y 

Staphylococcus (Reiter et al., 2002; Kuklinsy-Sobral et al., 2004; Berg et al., 

2005b; Mendes et al., 2007). Se ha cuestionado el origen de este tipo de 

bacterias, si son contaminantes o si en realidad forman parte de la comunidad 

bacteriana de la planta. Poco se sabe respecto a la posible función que pudieran 

estar desarrollando; hasta el momento se propone que las plantas son únicamente 

reservorios de estas bacterias. Como patógenos presentan elementos importantes 

para la colonización de la planta muy similares a los de los endófitos como el pili 

tipo IV reportado en Azoarcus y el cual también está presente en patógenos como 

Neisseria gonorrhoeae o Ralstonia solanacearum; este tipo de pili les permite 

adherirse a las células del hospedero, células vegetales o animales, está 

involucrado en la motilidad y en la virulencia (Dör et al., 1998; Liu et al., 2001; 

Kang et al., 2002; Berg et al., 2005b). Se sugiere que los mecanismos que utilizan 

para ingresar a hospederos animales o humanos pudieran ser los mismos que 

utilizan para ingresar a las plantas (Berg et al., 2005b; Tyler y Triplett, 2008).  

La diversidad de bacterias endófitas es influenciada por el tejido vegetal 

analizado y por la etapa de crecimiento de la planta. Berg y colaboradores (2005a) 

en un análisis de bacterias endófitas y epífitas de papa analizaron cuatro 

ambientes diferentes (rizósfera, endoriza, filósfera y endósfera) mediante un 

enfoque polifásico y observaron que las comunidades de los cuatro ambientes 

presentan géneros de bacterias específicas a cada uno de ellos. El análisis de los 

endófitos de soya mostró que dentro de los tejidos analizados (raíz, tallo y hoja), la 

raíz es la que presenta una diversidad mayor que el resto de los tejidos; sugiriendo 

que esto es debido a que en la raíz se excretan sustancias que son nutrimentos 

para los microorganismos presentes en el suelo y que estos nutrimentos permiten 

el desarrollo de las comunidades microbianas en el interior de la raíz (Kuklinsky-
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Sobral et al., 2004). De la misma manera, existen diferencias en la composición de 

las comunidades bacterianas ligadas al tipo de cultivar. En las poblaciones de 

bacterias asociadas a chícharo, se observó que un cultivar de los once analizados 

mostró una mayor colonización de bacterias endófitas (Elvira-Recuenco y van 

Vuurde, 2000).  

La composición de las comunidades bacterianas presentes en el interior de 

las plantas puede estar determinada o influenciada por factores de tipo biótico o 

abiótico (Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006). En el análisis de los endófitos de 

papa se mostró que las plantas infectadas con Erwinia carotovora presentaban un 

número mayor de T-RFLP’s que las plantas sanas por lo que se sugiere que el 

patógeno tiene una influencia en la comunidad bacteriana (Reiter et al., 2002). El 

análisis del efecto de la fertilización nitrogenada en las poblaciones endófitas de 

soya mostró que en una fertilización alta se incrementa la abundancia relativa de 

γ–Proteobacteria mientras que las α-Proteobacteria disminuyen, en especial 

Methylobacterium y Aurantimonas (Ikeda et al., 2010). 

 

Colonización de la planta por endófitos. 

Las plantas pueden adquirir sus endófitos a partir de las comunidades 

bacterianas presentes en el suelo involucrando un proceso activo de colonización. 

Los primeros pasos en la colonización de las raíces de las plantas por bacterias 

del suelo probablemente son eventos estocásticos, que depende de la 

probabilidad de que se establezca una asociación planta-microorganismo efectiva. 

Esta asociación va a estar influenciada por la abundancia, la diversidad, el estado 

fisiológico y la distribución de los posibles endófitos que estén en el suelo. 

Factores como el genotipo de la planta, la etapa de crecimiento y el estado 

fisiológico, el tejido vegetal, las condiciones del suelo y las prácticas agrícolas 

también van a determinar la colonización y la estructura de la comunidad de 

bacterias endófitas (Hardoim et al., 2008; Fuertes-Ramírez et al., 1999; Reiter et 

al., 2002; van Overbeek y van Elsas, 2008). Además de lo señalado 

anteriormente, las bacterias tienen ciertas características que determinan la 

diversidad endófita. Estas características tienen que ver con la capacidad de 
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colonización de la planta; por ejemplo, quimiotaxis, motilidad y la presencia de 

enzimas líticas; a este conjunto de capacidades se les denomina capacidades de 

colonización (Hardoim et al., 2008). 

En el proceso de colonización se puede establecer una comunicación entre 

la planta y la bacteria. En los exudados de las raíces de las plantas se excretan a 

la rizósfera compuestos de alto y bajo peso molecular entre ellos mucílago y 

proteínas, además de azúcares, compuestos fenólicos, ácidos orgánicos, 

aminoácidos y otros metabolitos secundarios.  

Otro factor que contribuye de una manera importante en la competitividad 

por la colonización de la raíz es la motilidad como una respuesta de quimiotaxis a 

los exudados de la raíz. Esta respuesta de quimiotaxis varía entre las especies de 

endófitos; por ejemplo, los ácidos orgánicos atraen más a Pseudomonas 

fluorescens en asociación con el tomate, mientras que Bacillus pumilus y 

Corynebacterium flavescencens son atraídos por carbohidratos y azúcares del 

arroz (Hardoim et al., 2008). Bacilio-Jiménez y colaboradores en el 2003 

analizaron el efecto quimiotáctico de los exudados de arroz en bacterias endófitas 

y rizosféricas y encontraron que los dos tipos de bacterias fueron atraídas pero la 

respuesta fue variable dependiendo del origen de éstas. Las bacterias endófitas 

presentaron una respuesta más elevada de quimiotaxis a los exudados que las 

bacterias rizosféricas. Además, la atracción quimiotáctica no es constante en el 

desarrollo de la planta, las dos primeras semanas de germinación de la semilla es 

el periodo en donde los exudados tienen una mayor cantidad y diversidad de 

aminoácidos y azúcares que en tiempos posteriores donde la cantidad y la 

diversidad de estos compuestos disminuye (Bacilio-Jiménez et al., 2003; Yaryura 

et al., 2008) 

Las bacterias se adhieren a la superficie de la raíz mediante flagelos o pilis 

y polisacáridos. Los pilis tipo IV son apéndices celulares filamentosos, compuestos 

por subunidades de una proteína pequeña llamada pilina (150-160 aminoácidos); 

la función de este tipo de pili es el anclaje, la virulencia en bacterias patógenas, la 

adquisión de material genético extracelular y la motilidad tipo “twitching”. El pili tipo 

IV ha sido reportado en bacterias gram negativas patógenas como en Neisseria 
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gonorrhoeae y Pseudomonas aeruginosa, así como en bacterias ambientales de 

los géneros Mixococcus, Shewanella, Synechocystis (Hahn 1997; Pelicic 2008). 

Azoarcus sp. BH72 es un endófito aislado de pasto kallar en Pakistán; puede 

colonizar arroz y establecer una asociación mutualista con un oomiceto presente 

en el pasto. Este endófito presenta un pili tipo IV que participa en la formación de 

microcolonias en raíces de arroz y en el micelio. Una mutación en el gen pilA no 

permite la agregación de las células de Azoarcus en los sitos de infección de 

plántulas de arroz, del micelio del hongo y mucho menos la formación de una 

estructura membranosa donde se lleva a cabo la fijación de nitrógeno en el hongo 

denominada diazosoma (Dörr et al., 1998; Hurek y Reinold-Hurek 2003).  

También, la colonización de la superficie de la raíz ha sido estudiada en la 

bacteria rizosférica Azospirillum brasilense; esta colonización se da en dos fases: 

la primera fase es una adherencia débil, reversible e inespecífica en donde 

intervienen proteínas de superficie, polisacáridos capsulares y el flagelo, mientras 

que la segunda fase es una adherencia irreversible y mucho más estable entre 8 y 

16 h después de haber sido inoculada la bacteria y está mediado por polisacáridos 

de superficie (Rodríguez-Navarro et al., 2007). 

Además del pili, los lipopolisacáridos pueden estar involucrados en la 

colonización de la superficie de la raíz como lo reportan Ormeño-Orrillo y 

colaboradores en donde mutantes de Rhizobium tropici CIAT 899 afectadas en la 

biosíntesis de lipopolisacáridos (LPS) no pueden colonizar la raíz de maíz 

(Ormeño-Orrillo et al., 2008) al igual que en A. brasilense (Jofré et al., 2004). Una 

vez adheridas las bacterias pueden comenzar a penetrar el interior de la planta, 

los puntos principales de colonización son la punta de la raíz, las uniones donde 

emergen las raíces laterales o por algunas rupturas de la raíz dado por daño 

mecánico (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998; Hardoim et al., 2008). Sin embargo, se 

ha observado que algunas bacterias endófitas presentan enzimas líticas como 

celulasas o glucanasas que pudieran participar en la colonización de la raíz (Hurek 

y Hurek-Reinhold 2003; Germain et al., 2004; Hardoim et al., 2008). Al estar en el 

interior, las bacterias pueden establecerse en espacios intercelulares de capas 

externas de la raíz o trasladarse a tejidos más internos, por lo que dependen de 
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una motilidad de “twitching” para llevar acabo esta dispersión a otras partes de la 

planta. En Azoarcus, la mutante en el gene pilT involucrado en la retracción del pili 

tipo IV, carece de motilidad tipo “twitching”; además, tiene un fenotipo hiperpilado, 

es capaz de adherirse a la superficie de la raíz pero no se establece en el interior 

de ésta y mucho menos se puede dispersar a otras partes de la planta (Böhm et 

al., 2007). Las bacterias en el interior de la planta pueden localizarse en espacios 

intercelulares del córtex, en el tejido vascular tanto de raíz como de hoja y tallo 

(Tabla 1). La raíz no es el único lugar de colonización de la planta, también puede 

ser a través de los estomas de la hoja (Hardoim et al., 2008) 

La colonización de la planta no sólo depende de las capacidades de las 

bacterias, por parte de la planta se ha reportado la existencia de un receptor 

cinasa denominado SRH5 en caña de azúcar, el cual es reprimido en plantas que 

están colonizadas por bacterias endófitas diazótrofas, el mecanismo de 

modulación de la expresión de este receptor no involucra la producción de 

hormonas por la bacteria y es muy específico ya que sólo con bacterias 

diazótrofas se reprime y no con la presencia de bacterias patógenas (Vinagre et 

al., 2006).  

La respuesta de defensa de la planta regula la colonización de ésta por las 

bacterias. El etileno, es un segundo mensajero en la inducción de defensa por la 

vía independiente de ácido salicílico también conocido como Sistema de Defensa 

Inducida (ISR) y se produce de manera endógena por la planta.  El etileno limita la 

magnitud de colonización de Medicago truncatula por Klebsiella pneumoniae 342, 

mutantes insensibles a etileno son hipercolonizadas por la bacteria. La presencia 

del sistema de secreción tipo III en las bacterias induce el sistema de defensa en 

las plantas por ambas vías (ácido salicílico dependiente e independiente) y limita 

la colonización de la planta por estos microorganimos. Bacterias mutadas en este 

sistema pueden colonizar mucho mejor las raíces de alfalfa al no estimular el 

sistema de defensa (Iñiguez et al., 2005). 
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Tabla 1. Localización de las bacterias endófitas.  
Microorganismo Hospedero Técnica de 

visualización 

Sitios primarios 

de colonización 

Localización Referencia 

Paenibacillus polymyxa A. thaliana gfp Punta de la raíz Espacios intercelulares 
fuera del cilindro vascular 

Timmusk et al., 2005 

Pseudomonas putida 

W619 
Álamo gfp  Superficie de la raíz 

Colonización interna 
Taghavi et al., 2009. 

S. proteomaculans 658 Álamo gfp  Colonización interna Taghavi et al., 2009. 

Enterobacter sp. 638 Álamo gfp  Colonización interna Taghavi et al., 2009. 

Pseudomonas sp VM1449 Álamo gfp  Córtex de raíz 
Margen interno del 

periciclo 

Germaine et al., 2004 

Pseudomonas sp VM1450 Álamo gfp  Xilema 
 

Germaine et al., 2004 

Serratia marcescens Arroz gusA Punta de la raíz 
Sitios de 

emergencia de 
raíces secundarias 

Espacios intercelulares 
Células corticales 
senescentes 
Aerenchima 

Vasos del xilema 

Gyaneshwar et al., 
2001. 

Bacillus megaterium C4 Arroz gfp Punta de la raíz 
Uniones de raíces 

laterales 

Espacios intercelulares 
Xilema 
Epidermis 

Parénquima cortical 

Liu et al., 2006. 

Herbaspirillum sp B501 Arroz gfp  Espacios intercelulares de 
hoja 

Elbeltagy et al., 2001 
 

Herbaspirillum sp B501 Arroz gfp  Espacios intercelulares de 
hoja 

Elbeltagy et al., 2001 

Herbaspirillum 

seropedicae Z67 
Arroz gusA Raíces laterales 

Sitios de 
emergencia de 
raíces laterales 

Espacios intercelulares de 
raíz 

Aerenchima 
Células corticales 
Xilema hoja y tallo 

James et al., 2002. 

Bacillus sp. CY22 Campanilla 
china 

Rif
+
  Espacios intercelulares del 

córtex cercanos a la stele y 
en el aerenchima. Tallo. 

Cho et al., 2003. 

G. diazotrophicus PAL5 Caña de 
azúcar/Arroz 

gusA/gfp Punta de la raíz 
Sitios de 

emergencia de 
raíces laterales 

 Rouws et al., 2010. 

G. diazotrophycus Caña de 
azúcar 

gusA  Células corticales del tallo 
Xilema 

Fuentes-Ramírez et 
al., 1999. 

Pantoea agglomerans Arroz gusA Punta de la raíz 
Sitios de 

emergencia de 
raíces laterales 

Córtex de la raíz 
Región stelar 

Verma et al., 2001. 

Azoarcus BH72 Pasto kallar 
Arroz 

gusA Tejidos no 
diferenciados de la 
punta de la raíz 
Sitios de 

emergencia de 
raíces secundarias 

Xilema 
Córtex de la raíz 
Aerenchima 

Hurek et al., 1994 
Reinhold-Hurek y 
Hurek, 1998. 

Reinhold-Hurek y 
Hurek, 2003. 
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Beneficios que aportan los endófitos a la planta. 

Las bacterias endófitas al igual que las bacterias rizosféricas pueden 

promover el crecimiento de la planta mediante mecanismos de acción directa 

como la producción de hormonas, la solubilización de nutrimentos, la fijación de 

nitrógeno o mediante mecanismos indirectos como la supresión de patógenos por 

la estimulación del sistema de defensa, por competencia con los patógenos así 

como por antibiósis o inclusive ayudar a tolerar el estrés por metales pesados 

(Lugtenberg et al., 2002; Compant et al., 2005; Rosenblueth y Martínez-Romero, 

2006; Ryan et al., 2008; Berg y Hallmann, 2006). 

Fijación biológica de nitrógeno. La disponibilidad de nitrógeno limita el 

crecimiento de las plantas terrestres, en los sistemas agrícolas las deficiencias de 

este elemento son compensadas con la aplicación de fertilizantes químicos 

nitrogenados; los que eventualmente tienen un efecto negativo en la calidad de los 

suelos y el agua. Se ha buscado la manera de compensar la falta de nitrógeno en 

el suelo sin provocar daños en el medio ambiente, una alternativa es mediante la 

fijación biológica de nitrógeno. Este proceso es único de procariontes (Archeae y 

Bacteria) y se estima que contribuye de manera global entre 100-200 millones de 

toneladas de nitrógeno fijado por año. Animales y plantas pueden beneficiarse de 

este nitrógeno fijado de manera directa cuando establecen asociaciones 

simbióticas con procariontes fijadores de nitrógeno o indirecta después de la 

mineralización de esas bacterias. Una de las asociaciones más estudiadas es la 

que se establece entre plantas leguminosas y bacterias de la familia Rhizobiaceae 

(Stacey et al., 2006). Sin embargo, los granos más importantes a nivel mundial 

(arroz, trigo, maíz, caña de azúcar) que pertenecen a la familia Graminaceae y 

que no forman de manera natural estructuras simbióticas especializadas pueden 

establecer asociaciones simbióticas con bacterias fijadoras de nitrógeno de otros 

géneros. La fijación de nitrógeno se lleva a cabo en los espacios intercelulares del 

tallo donde las concentraciones de oxígeno son muy bajas o nulas y por lo tanto la 

enzima nitrogenasa no es inhibida; la cantidad de nitrógeno fijado en gramineas es 

muy baja en comparación con la aportación por leguminosas. 
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La fijación de nitrógeno in planta se ha comprobado para la asociación 

arroz-Herbaspirillum (Elbeltagy et al., 2001), pasto kallar y arroz-Azoarcus (Hurek 

y Reinhold-Hurek, 2003). Sin embargo, se ha medido la capacidad de fijar 

nitrógeno de manera indirecta empleando la actividad de reducción de acetileno 

para asociaciones que se establecen entre caña de azúcar con Pantoea (Loiret et 

al., 2004), Burkholderia (Perin et al., 2006); arroz y Serratia marcescens 

(Gyaneshwar et al., 2001); piña-Gluconacetobacter diazotrophicus (Tapia-

Hernández, 2000); maíz con Burkolderia (Perin et al., 2006); Klebsiella 

pneumoniae y trigo (Iñiguez et al., 2004); plátano con Klebsiella (Martínez et al., 

2003). 

Promoción del crecimiento. Las hormonas vegetales auxinas y citocininas 

están involucradas en varias fases del crecimiento y desarrollo de la planta. No 

sólo las plantas sintetizan estas moléculas, también los microorganismos pueden 

sintetizar auxinas y citocininas, las auxinas pueden regular la expresión de genes 

en bacterias (Spaepens et al., 2007). A estas hormonas se les ha atribuído la 

estimulación del crecimiento cuando se establecen asociaciones con bacterias 

benéficas. La producción de auxinas ha sido ampliamente estudiada en 

Azospirillum, en donde se han reportado tres vías de biosíntesis de esta hormona. 

La promoción del crecimiento por Azospirillum es sobre todo por hormonas más 

que por efecto de la fijación de nitrógeno (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). La 

producción de ácido indol acético (AIA) se ha reportado para bacterias endófitas 

de muchos géneros y su efecto radica sobre todo en la estimulación de 

crecimiento radicular tanto en longitud como en la formación de raíces laterales 

esto genera una mayor área para adquirir nutrimentos por las plantas y 

consecuentemente pueden crecer mejor. La promoción del crecimiento por 

hormonas vegetales se ha visto en una gran diversidad de plantas (Verma et al., 

2001; Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006). Además de las hormonas se ha 

reportado que la producción de compuestos volátiles como el 2,3-butanediol y la 

acetoína tienen un efecto positivo en el crecimiento de las plantas; estos 

compuestos son producidos por Bacillus subtilis GB03, Bacillus amyloliquefasciens 

IN937, Enterobacter cloacae JM22 y Enterobacter sp 638; el efecto en el 



 16 

crecimiento ha sido reportado en plantas como Arabidopsis thaliana y álamo. (Ryu 

et al., 2003; Taghavi et al., 2009). 

No sólo la producción de hormonas o compuestos volátiles estimulan el 

crecimiento de la planta, la disminución de las concentraciones endógenas de 

etileno también tiene el mismo efecto ya sea por la reducción de 1-

aminociclopropano 1-carboxilato (ACC) o por la inhibición de la ACC sintasa y/o la 

β-cystathionasa, enzimas de la síntesis de etileno (Hardoim et al., 2008). El etileno 

es producido por la inducción de estreses bióticos o abióticos, el efecto de esta 

molécula señal es la inhibición de la elongación de la raíz. La enzima ACC 

desaminasa participa en la disminución de este contenido de etileno endógeno 

mediante la conversión del precursor del etileno, el ACC en amonio y α–

cetobutirato; de esta manera permite la elongación de la raíz (Lugtenberg et al., 

2002). La actividad ACC desaminasa ha sido reportada en bacterias del género 

Burkholderia que se asocian a tomate (Onofre-Lemus et al., 2009). 

Control biológico. Las prácticas actuales para controlar las enfermedades 

de las plantas se basan sobre todo en la resistencia genética propia de la planta, 

el manejo de ésta y su ambiente; y en la aplicación de pesticidas sintéticos. 

Algunos de los pesticidas sintéticos han dejado de ser útiles debido ya sea al 

cambio de regulaciones de seguridad por los efectos que tienen en organismos no 

blancos o por el desarrollo de resistencia en las poblaciones patógenas. Como 

consecuencia existe una demanda de métodos que complementen las actuales 

estrategias de manejo de enfermedades. El control biológico, el uso de 

microorganismos para suprimir enfermedades es una poderosa alternativa para 

contrarrestar la aplicación de químicos sintéticos. La gran diversidad presente en 

el mundo microbiano provee una fuente inagotable de posibles prospectos para 

este propósito. El incremento de la población de una cepa bacteriana en la 

cercanía de la planta puede suprimir la enfermedad sin causar daños en el 

hospedero o en la comunidad microbiana de otros organismos; en el ecosistema 

ésta parece ser una solución ideal. Bacterias presentes en el suelo como en el 

interior de las plantas han mostrado poseer la capacidad para suprimir o disminuir 

los síntomas de enfermedad en las plantas mediante diversos mecanismos.  
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Algunos endófitos pueden estimular el sistema de defensa de la planta 

denominado ISR (Induction of Systemic Resistance). La ISR es un estado 

fisiológico de la capacidad de defensa aumentada, la cual es activada por 

estímulos ambientales específicos; las defensas innatas de la planta son 

potencializadas contra los estímulos bióticos subsecuentes. Además del ISR, 

existe otra forma de resistencia inducida denominada Sistema de Resistencia 

Adquirida (SAR), la cual puede ser diferenciada en base a la naturaleza de las 

moléculas elicitoras, así como de las vías de regulación involucradas. El SAR 

puede ser activado por la exposición de la planta a microorganismos virulentos, 

avirulentos y no patógenos. Para que el SAR se establezca necesita un periodo de 

tiempo dependiente de la planta y del tipo de elicitores; periodo durante el cual se 

acumulan proteínas relacionadas con la patogénesis (quitinasas y glucanasas), 

además del ácido salicílico (SA). En este periodo hay una respuesta de 

hipersensibilidad seguida de muerte celular y necrosis del área afectada por el 

patógeno. A diferencia del SAR, el ISR no involucra la acumulación de las 

proteínas relacionadas con la patogénesis o del SA; en su lugar, involucra vías de 

señalización dependientes de jasmonato y etileno y su inducción no causa 

síntomas visibles en la planta. (Compant et al., 2005; Choudhary y Johri, 2009). El 

ISR se puede desencadenar por la presencia de componentes bacterianos como 

flagelos, elicitores de virulencia, por lipopolisacáridos, sideróforos o por 

compuestos volátiles (Ryu et al., 2004; Iñiguez et al., 2005; Compant et al., 2005; 

Choudhary y Johri, 2009). La inoculación de raíces transformadas de chícharo con 

Bacillus pumilus SE34, endófito de algodón, incrementa la protección de la planta 

contra la colonización de Fusarium oxysporum f sp. pisi estimulando varias 

reacciones de defensa que culminan en la elaboración de barreras en los sitios de 

infección y en el desarrollo de un ambiente tóxico para el hongo por compuestos 

fenólicos (Benhamou et al., 1996). Methylobacterium sp. aislado de cacahuate 

protege a su hospedero contra la infección de Aspergillus niger/Sclerotium rolfsii 

mediante el incremento de la actividad de enzimas como peroxidasa, β-1,3-

glucanasa, proteínas relacionadas a patogénesis, además del incremento en 

compuestos fenólicos; mecanismos asociados con ISR (Madhaiyan et al., 2006c). 
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La inoculación de bacterias rizosféricas como Bacillus megaterium en las plantas 

han mostrado inducir mecanismos muy parecidos a los mencionados (Chakraborty 

et al., 2006). Sin embargo, Bacillus o Methylobacterium no son los únicos géneros 

que estimulan la defensa de las plantas; también Pseudomonas fluorescens, P. 

putida y Burkholderia phytofirmans  (Compant et al., 2005). 

La competencia por la colonización de nichos o por nutrimentos es otro 

mecanismo que permite el control de patógenos. El hierro es un elemento esencial 

para el crecimiento de todos los organismos; bajo condiciones de limitación de 

este elemento, bacterias rizosféricas o endófitas producen compuestos de bajo 

peso molecular llamados sideróforos para competir por la adquisición del ión 

férrico y de esta manera privan a los hongos patógenos de este elemento 

(Compant et al., 2005).  A partir de raíces de banano, se aislaron 131 endófitos 

pertenecientes al género de Streptomyces, de los cuales 24 mostraron una 

actividad antagónica contra Fusarium oxysporum f. sp cubense. La cepa S96 fue 

la más abundante y la que en ensayos in vitro mostró antagonismo contra el 

hongo pero este efecto se perdía cuando se agregaba FeCl+3 a la zona de 

inhibición. En ensayos in vivo, la inoculación de esta cepa incrementó el peso 

fresco de las plantas y la severidad de la enfermedad provocada por F. oxysporum 

disminuyó, el mecanismo de este antagonismo sugiere la producción de 

sideróforos (Cao et al., 2005). Algunos endófitos de papa fueron evaluados en la 

producción de sideróforos y se encontró que cerca del 77 % producen estos 

compuestos de bajo peso molecular pero sólo el 11 % mostró una actividad 

antagónica contra hongos (Sessitsch et al., 2004). 

La excreción de enzimas hidrolíticas como quitinasas, glucanasas, 

pectinasas es otro mecanismo de inhibición del crecimiento de los patógenos. La 

quitina es un homopolímero de N-acetil-D-glucosamina, es el segundo polímero 

más abundante en la naturaleza después de la celulosa, y es hidrolizado 

enzimáticamente en disacáridos u oligosacáridos largos. La quitina es un elemento 

fibroso estructural de la pared celular de los hongos que proporciona rigidez. El 

rompimiento de los enlaces glucosídicos es perjudicial para la morfología celular 

del hongo; se debilita la pared celular y se vacía el contenido celular del hongo.  
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Las enzimas quitinasas o glucanasas pueden lisar las paredes celulares de los 

hongos. En la práctica es preferible una actividad quitinasa que glucanasa debido 

a que en las paredes celulares de la planta no existe quitina y por lo tanto es más 

específica para hongos (Neeraja et al., 2010). El antagonismo contra hongos 

patógenos y la presencia de actividades de enzimas líticas se ha reportado en 

bacterias endófitas de soya, papa, Platycodon grandiflorum, ginseng (Kuklinsky-

Sobral et al., 2004; Senthilkumar et al., 2009; Sessitsch et al., 2004; Cho et al., 

2003; Asraful Islam et al., 2010; Cho et al., 2007); aunque no se correlaciona la 

actividad de enzimas líticas con la actividad antagónica. Quecine y colaboradores 

(2008) establecen esta correlación al evaluar in vitro la actividad quitinolítica de 

Streptomyces endófitos y el antagonismo que tienen contra hongos patógenos de 

trigo, pero no se observa esta correlación en el antagonismo de los endófitos 

contra oomicetos, ya que estos últimos presentan celulosa como componente 

principal de la pared celular.   

Las bacterias endófitas producen metabolitos secundarios que tienen la 

capacidad de inhibir patógenos; estos metabolitos presentan una actividad 

antifúngica y/o antimicrobiana (Rosenblueth y Martínez-Romero, 2006; Berg y 

Hallmann, 2006; Hardoim et al., 2008). Bacillus subtilis CY22, endófito de 

Platycodon grandiflorum produce la iturina A, la cual suprime el crecimiento de 

varios hongos entre ellos Rizoctocnia solani  (Cho et al., 2003). En la soya, el 

endófito Paenibacillus sp. HKA-15 produce un péptido con efectos de antibiosis 

contra Rizoctocnia bataticola; mutantes de esta cepa pierden la capacidad 

antagónica contra el hongo, este efecto no es resultado de una mutación en algún 

gen fisiológicamente importante de la bacteria por lo que sugiere que está 

involucrada en la síntesis de este metabolito secundario (Senthilkumar et al., 

2007).  Pseudomonas viridiflava se ha reportado como endófito de chícharo 

(Elvira-Recuenco et al., 2000); esta especie bacteriana tiene la capacidad de 

producir ecomycinas, que son una familia de péptidos nuevos con actividad contra 

hongos patógenos de humanos como Crytococcus noeformans y Candida albicans 

(Strobel y Daisy, 2003).   
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Ensayos de antagonismo in vitro y/o in vivo se han realizado en plantas de 

papaya, papa, soya entre otros (Krechel et al., 2002, Sessitch et al., 2004; Shi et 

al., 2010; Senthilkumar et al., 2009); pero ninguno ha sido estudiado tan 

exhaustivamente como el caso de Xilella fastidiosa y Curtobacterium 

fluccumfaciens. El primero es una bacteria fitopatógena que afecta plantas de 

cítricos así como viñedos del sur de California. Esta bacteria forma biopelículas en 

los vasos del xilema que tapan los conductos para agua y nutrimentos provocando 

la muerte de las plantas (Ramey et al., 2004). El análisis de las comunidades de 

bacterias endófitas de plantas sintomáticas y asintomáticas a la enfermedad de 

clorosis permitió la identificación de Curtobacterium flucumfasciens el cual estaba 

presente en plantas asintomáticas. Los ensayos in vitro mostraron que esta 

bacteria inhibe el crecimiento de Xilella fastidiosa y que la sustancia inhibitoria se 

encontraba en el sobrenadante del cultivo de C. flucumfasciens (Araujo et al., 

2002; Lacava et al., 2004). Ensayos in vivo en plantas de Cantharanthus roseus 

mostró que la inoculación de C. flucumfasciens reduce la severidad de los 

síntomas de enfermedad producidos por X. fastidiosa en un 60 % de las plantas 

(Lacava et al., 2007). No es el único caso de biocontrol que se ha analizado, otras 

asociaciones entre bacterias endófitas y plantas han sido reportadas (Rosenblueth 

y Martínez Romero 2006; Ryan et al., 2008) 

Biorremediación. Además de los efectos benéficos que proporcionan a la 

planta, los endófitos tienen potencial biotecnológico para mejorar la eficiencia y la 

aplicación de la fitorremediación. La fitorremediación es el uso de plantas y sus 

microorganismos asociados para remediar un sitio disturbado; es una tecnología in 

situ y ex situ poderosa que requiere un mantenimiento mínimo, resultando en un 

bajo costo y una aceptación alta. Debido a que las opciones convencionales 

disponibles para la remediación por lo regular son caras e invasivas al ambiente, 

la fitorremediación es una alternativa valiosa, especialmente para el tratamiento de 

grandes áreas contaminadas. La industria y la milicia tienen un efecto negativo en 

el suelo debido a que contaminan los sitios que ocupan dejándolos poco viables 

para la agricultura. Estos sitios son denominados recalcitrantes y parecen ser el 

centro de atención para utilizarlos como áreas de producción de plantas para 
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biodiesel y al mismo tiempo para que sean remediados empleando la 

fitorremediación.  

Siciliano y colaboradores (2001) analizaron los endófitos asociados a 

plantas en suelo contaminados con hidrocarburos y con nitroaromáticos, con una 

atención especial en la presencia de genes involucrados con las vías metabólicas 

de degradación de los compuestos y encontraron que el enriquecimiento de 

genotipos catabólicos microbianos en el interior de la raíz ocurre en diferentes 

plantas, en una variedad de ambientes y en respuesta a diferentes contaminantes. 

Este enriquecimiento es dependiente de la especie de la planta y del 

contaminante. Una bacteria endófita del género Methylobacterium capaz de 

degradar 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-trinitriazeno 

(RDX) y octahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5-tetrazocino (HMX) en menos de 50 días 

tuvo un impacto importante en la recuperación de suelos contaminados por 

explosivos; esta cepa fue descrita como Methylobacterium populi (van Aken et al., 

2004a; 2004b). 

El grupo de Vangronsveld ha realizado un arduo trabajo en el papel de los 

endófitos en la fitorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos y con 

explosivos. Analizaron la diversidad de endófitos asociados al álamo en suelos 

contaminados con tolueno y reportaron la presencia de Pseudomonas, 

Enterobacter, Acinetobacter, Burkholderia, Sphingomonas, Bacillus y Paenibacillus 

entre otros microorganismos; además las comunidades de endófitos fueron 

diferentes al comparar dos variedades de álamo (Porteous Moore et al., 2006). 

También reportaron como endófitos del roble a bacterias pertenecientes a los 

géneros de Pseudomonas, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia; los cuales tienen 

la capacidad de degradar Tricloroetileno (TCE) (Weyens et al., 2009a). Sin 

embargo, no sólo han realizado trabajos en el análisis de la diversidad de 

endófitos, se han involucrado en la mejora de la capacidad degradadora de BTEX 

(benceno, tolueno, etilbenceno, xileno), en la reducción de la evapotranspiración 

y/o en la promoción del crecimiento utilizando endófitos tanto en plantas de 

Lupinus como de álamo y la posible transferencia horizontal de genes entre 

endófitos con la información de genes de degradación y las poblaciones nativas de 
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endófitos de plantas (Barac et al., 2004; Taghavi et al., 2005; Thagavi et al., 2009; 

Weyens et al., 2009a; 2009b; Weyens et al., 2010 ). Weyens y colaboradores 

estiman que la utilización de endófitos a los que se les ha incorporado un plásmido 

con un gen de degradación de tolueno como una posible solución en la 

biorremediación de los suelos y en la producción de biomasa para biodiesel 

utilizando suelos marginales es viable. Así mismo, han aportado datos 

experimentales, si bien no se ha aceptado del todo su propuesta parece que los 

endófitos sí juegan un papel importante en un proceso de biorremediación 

(Weyens et al., 2009c, 2009d) 

No sólo la contaminación con productos como BTEX es el centro de 

atención de la biorremediación, también los metales pesados en el suelo son un 

grave problema en la producción agrícola o de plantas para biocombustible. El 

desarrollo que se ha dado en esta área no ha sido tan importante como se 

mencionó en el ejemplo anterior. Se han realizado contribuciones en la diversidad 

de endófitos asociados a plantas hiperacumuladoras de metales pesados como 

cadmio (Cd), zinc (Zn), níquel (Ni), cobre (Cu) o plomo (Pb) entre los cuales se 

han reportando bacterias de los géneros Sphingomonas, Curtobacterium, 

Rhodococcus, Pseudomonas, Microbacterium, Bacillus, Burkholderia y 

Actinobacteria; algunas de éstas además de ayudar en la biorremediación también 

presentan actividad ACC desaminasa o producen sideróforos lo que estimula el 

crecimiento de la planta o bien favorece la salud de ésta (Idris et al., 2004, Kuffner 

et al., 2010; Guo et al., 2010; Sheng et al., 2008). 

Productos naturales. El incremento en el número de personas en el 

mundo que tienen problemas de salud causados por diferentes tipos de cáncer, 

bacterias resistentes a antibióticos, protozoarios parásitos y hongos es alarmante. 

Una búsqueda intensiva por agentes antimicrobianos nuevos y más eficientes para 

contrarrestar estos problemas de salud está siendo llevada a cabo y los endófitos 

son una fuente potencial de compuestos médicos. Hongos y bacterias son 

capaces de producir metabolitos secundarios que tienen actividades antibióticas, 

anticancerígenos o antioxidantes. La mayor parte del análisis de estos metabolitos 

se ha centrado en el estudio de hongos endófitos, por lo que son pocos los 
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reportes de bacterias que producen este tipo de compuestos. El ejemplo más 

conocido es el compuesto de Taxol, encontrado en las especies Taxus y que 

después de años de investigación se encontró que también es sintetizado por el 

hongo endófito Taxomyces andreanae. Este compuesto presenta una función 

anticancerígena (Strobel, 2003). Varias revisiones han sido realizadas respecto a 

este tema en donde se abordan ejemplos concretos de microorganismos endófitos  

así como el o los metabolitos que producen; además de la naturaleza de éstos, su 

fórmula química y posibles aplicaciones en el campo de la medicina (Strobel, 

2003; Strobel y Daisy, 2003; Strobel et al., 2004; Guanatilaka, 2006; Zhang et al., 

2006). 

El campo médico no es el único interesado y beneficiado por los productos 

naturales producidos por los endófitos, también la industria papelera, textil o 

alimenticia está interesada en las xilanasas, glucanasas, pectinasas, celulasas 

que los endófitos pudieran estar sintetizando (Sakiyama et al., 2001). 

 

Métodos de estudio de los endófitos. 

Por mucho tiempo el análisis de los endófitos se ha realizado mediante el 

aislamiento de éstos en medios de cultivo de laboratorio y su posterior 

caracterización, método dependiente de cultivo. El procedimiento de aislar 

endófitos es un paso crítico muy importante, el cual debe ser por una parte 

sensible para obtener a los endófitos y por otra parte severo para eliminar los 

microorganismos epífitos del tejido vegetal analizado. El procedimiento más usado 

para el aislamiento de endófitos consiste en una esterilización superficial del tejido, 

seguido de un triturado del mismo y finalmente obtención de crecimiento 

bacteriano en placas con medio de cultivo a partir del triturado y/o de pequeños 

segmentos de tejido esterilizado (Hallman et al., 2006). 

Como se mencionó anteriormente, cualquier tejido vegetal puede ser objeto 

de estudio para aislar o identificar microorganismos endófitos. El tejido a analizar 

es esterilizado o desinfectado superficialmente; esta desinfección superficial 

consiste en un lavado del tejido en agua corriente, sobre todo de las raíces para 

eliminar los restos de suelo que están adheridos a éstas. Adicionalmente, se 
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puede llevar a cabo un pre-tratamiento para eliminar las sustancias hidrofóbicas 

en la superficie vegetal, de esta manera permitir un mejor acceso del agente 

desinfectante al tejido y por ende una mejor desinfección; en este paso también se 

podría realizar una sonicación para despegar más partículas adheridas a las 

raíces o bien hacer un suave cepillado en las hojas para eliminar la cera presente 

en éstas (Hallman et al., 2006). Enseguida, se realiza una esterilización superficial 

para eliminar los microorganimos que colonizan la superficie del tejido, esto con el 

uso de agentes desinfectantes; entre los más utilizados son el etanol al 70 o 95 % 

(Andreote et al., 2010; Singh et al., 2006), el hipoclorito de sodio o de calcio 

(Tapia-Hernández, 2000; Cho et al., 2002; Podolich et al., 2009; Asraful Islam et 

al., 2010), el peróxido de hidrógeno (Izumi et al., 2008) y en algunos casos el 

cloruro de mercurio (Goryluk et al., 2009). Este último se recomienda utilizarlo de 

una manera muy cautelosa por su toxicidad y sólo en aquellas ocasiones en 

donde los tejidos vegetales no puedan ser desinfectados de otra  manera. En 

tejidos leñosos se puede realizar el desprendimiento de la corteza con un cuchillo 

o bisturí estéril y en algunos casos también se recurre al flameado de los tejidos, 

sobre todo en tallos como la caña de azúcar (Loiret et al., 2004; Velázquez et al., 

2008). La combinación de algunos de estos agentes así como la duración de la 

aplicación de éstos puede hacer una esterilización superficial mucho más efectiva. 

El empleo de agentes surfactantes como Tween 20, Tween 80 o Triton X-100, 

además del uso del agente desinfectante reducen la tensión superficial y permiten 

que este último llegue a aquellos sitios donde no penetraría el agente 

desinfectante (Hallman et al., 2006; Rijavec et al., 2007). 

Después de la aplicación del agente desinfectante, el tejido vegetal debe 

ser enjuagado de manera repetida con abundante agua estéril. Finalmente, se 

realiza una prueba de esterilidad para confirmar que se llevó a cabo una 

desinfección superficial completa del tejido y de esta manera se puede asumir que 

los microorganismos aislados son endófitos. Esta prueba puede realizarse 

mediante la impresión de la superficie esterilizada del tejido en un medio de cultivo 

o plateando en medios de cultivo una alícuota del agua del último lavado 
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realizado. Todo el proceso de esterilización superficial debe hacerse en 

condiciones de esterilidad, de preferencia en una campana de flujo laminar. 

El triturado del tejido se puede realizar con mortero y pistilo estéril, licuadora 

u homogenizador Polytron. Sin embargo, el aislamiento de endófitos no sólo se 

realiza empleando la trituración de tejidos, también se puede hacer mediante la 

colocación de pequeños y delgados segmentos de tejido en medios de cultivo 

(Hallman et al., 2006). 

Los medios de cultivo empleados son un punto importante en el aislamiento 

de endófitos ya que éstos pueden generar cierto sesgo en los microorganismos 

aislados (Reiter et al., 2003). Los medios de cultivo frecuentemente utilizados son 

los que permiten el crecimiento de un amplio rango de bacterias entre ellos 

destacan Agar Soya-Triptona (TSA), también están aquellos que permiten el 

crecimiento de microorganismos que requieren bajos niveles de nutrimentos como 

el medio R2A; medios nutritivos con extracto de levadura para el crecimiento de 

bacterias, medios para organismos específicos como King’s B para Pseudomonas 

o medios sin fuente de nitrógeno para el crecimiento de microorganismos 

diazótrofos (Gyaneshwar et al., 2001; Estrada de los Santos et al., 2001; Martínez 

et al., 2003; Shi et al., 2010). También se pueden emplear medios con celulosa, 

quitina o pectina para microorganismos con actividades de enzimas líticas. En 

algunos casos la adición de antibióticos, fungicidas o nutrimentos específicos a los 

medios de cultivo estimulan o suprimen el crecimiento de algunos 

microorganismos.  

La utilización de vacío o presión para colectar fluidos de las raíces es un 

método alternativo en el aislamiento de endófitos. El empleo de estos métodos 

permite la recolección de organismos presenten en los vasos conductores de los 

fluidos de la raíz, así como de los espacios intercelulares adyacentes a éstos pero 

no aquellos que pudieran estar intracelularmente. Mediante este método se 

obtienen menos bacterias que empleando la trituración pero se pueden recobrar 

en un mayor número aquellos microorganismos poco representados dando como 

resultado índices de riqueza y diversidad más altos (Hallman et al., 2006)  
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La caracterización de los endófitos se puede llevar a cabo empleando 

pruebas bioquímicas y fenotípicas, galerías basadas en el uso de fuentes de 

carbono como API o Biolog o a través del análisis de la composición de ácidos 

grasos (FAME) (Kirk et al., 2004). Actualmente, se recurre al aislamiento de ADN 

seguida de la amplificación y secuenciación de genes ribosomales así como la 

comparación de estas secuencias para la identificación de los microorganismos.  

El empleo de un enfoque dependiente de cultivo sigue siendo vigente ya 

que permite la manipulación de los microorganismos para realizar ensayos de 

localización en la planta, re-inoculación del hospedero, manipulación genética de 

los microorganismos y la producción de algún producto microbiano a una escala 

industrial, lo cual es una ventaja si se piensa en los endófitos como un posible 

bioinoculante o agente de biocontrol. 

Los métodos dependientes de cultivo como el conteo de colonias en placa 

presentan una desventaja al subestimar el número de microorganismos diferentes 

aislados, además estos métodos no registran aquellas células viables no 

cultivables (CVNC) como son los biotrofos obligados y microorganismos con 

requerimientos de crecimiento no conocidos. Los cuales pueden ser detectados y 

analizados utilizando métodos de biología molecular a partir de ADN de los tejidos 

vegetales.  

El análisis de la diversidad de bacterias endófitas mediante el empleo de un 

método independiente de cultivo parte de la amplificación del gen ribosomal a 

partir de una muestra de ADN del tejido a analizar previamente lavado; del empleo 

de técnicas como el DGGE (Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis), el TGGE 

(Temperature Gradient Gel Electrophoresis) (Spiegelman, 2005; Van Overbeek et 

al., 2006), T-RFLP’s (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) o bien 

la creación de librerías del 16S rADN o rARN (Hallman et al., 2006; Ryan et al., 

2008). La amplificación de los genes ribosomales se realiza usando 

oligonucleótidos universales (Weisburg et al., 1991) o específicos para un grupo 

bacteriano en particular. Posteriormente, se pueden secuenciar los productos de 

amplificación del gen ribosomal y compararlos con la base de datos para 

identificar los microorganismos. El desarrollo de las nuevas tecnologías como la 
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pirosecuenciación ha permitido el análisis de la diversidad de endófitos 

bacterianos con un enfoque independiente de cultivo (Manter et al., 2010).  

Las limitaciones del empleo de los métodos independientes de cultivo son 

que pueden existir sesgos provocados por el método de aislamiento de ADN 

genómico, por la amplificación de la PCR dependiendo de los primers utilizados y 

por el número de copias de los genes ribosomales que presenta cada especie 

bacteriana (Miller et al., 1999; Sun et al., 2008). Las secuencias obtenidas a partir 

de una librería de 16S rADN generan información sobre la estructura de la 

comunidad pero no sobre la actividad metabólica de los miembros de la 

comunidad ni qué función están desempeñando dentro de ésta. La elaboración de 

librerías basadas en ARN o el uso de técnicas como DNA-Based Stable Isotope 

Probing (SIP) generan información sobre los individuos que están fisiológicamente 

activos dentro de la comunidad (Sun et al., 2008; Uhlik, 2009; Rasche et al., 2009) 

Algunos estudios de la diversidad de endófitos se han realizado empleando 

ambos métodos dependientes e independientes de cultivo y se considera que son 

complementarios (Berg et al., 2005a; Sessitsch et al., 2004; Reiter et al., 2002). En  

algunos casos muestran diferencias en cuanto a la diversidad de bacterias 

obtenidas; por ejemplo, en un estudio de papa se demostró que algunos grupos 

bacterianos como Bacillus y Staphylococcus no se localizaron mediante métodos 

independientes de cultivo, los cuales podrían estar en forma de esporas en las 

plantas además de considerar que el proceso de lisis para aislar el ADN no fue 

eficiente para estos grupos (Reiter et al., 2002) 

Un punto importante del estudio de los endófitos es el comprobar que éstos 

son capaces de colonizar el interior de las plantas. La visualización de las 

bacterias endófitas en el interior de la planta se ha realizado utilizando técnicas 

como el marcaje de cepas con un gen reportero gusA o con un gen que codifica 

para la proteína verde fluorescente (gfp) e inclusive realizando microscopía 

electrónica para validar la colonización (Liu et al., 2006; Bloemberg y Camacho 

Carvajal, 2006; Hallman et al., 2006). Otro método empleado es rastrear bacterias 

y seleccionarlas en base a su resistencia a antibióticos.   
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La genómica de los endófitos. 

En los últimos cinco años, los reportes sobre genomas de bacterias 

endófitas se han incrementado. Hasta el momento 11 genomas han sido 

secuenciados: Azoarcus sp. BH72, Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5, 

Azospirillum brasilense B510; Enterobacter sp. 638, Methylobacterium populi 

BJ001, Pseudomonas putida W619, Stenotrophomonas maltophilia R551-3, 

Serratia proteomaculans 568, Klebsiella pneumoniae 342,  aunque sólo 5 han sido 

reportados como genomas completos (Tabla 2). Todos los genomas secuenciados 

son de bacterias gram negativas y la mayoría pertenecen a la división gama-

Proteobacteria aunque también hay alfa y beta-Proteobacteria. En general,  los 

genomas presentan tamaños entre 3.9 Mb hasta 7.6 Mb y están compuestos de 1 

a 7 replicones de diferentes tamaños. Tienen de 4 a 9 operones de genes 

ribosomales y alrededor de 55-88 tARNs, la mayoría en el cromosoma. En estos 

genomas se encuentran pocas secuencias de inserción lo que sugiere que esto 

podría denotar una adaptación a un estilo de vida más estable con la excepción de 

G. diazotrophicus PAL5 y A. brasilensis B510 que tiene 223 y 280 secuencias de 

inserción respectivamente (Bertalan et al., 2009; Kaneko et al., 2010).  
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Tabla 2. Características de los genomas secuenciados de bacterias endófitas. 

 

 Azoarcus sp. HB72 Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAL5 
Azospirillum 

brasilense B510 
Enterobacter sp. 

638 
Klebsiella 

pneumoniae 342 

Tamaño del genoma 4.3 Mb 3.9 Mb 7.6 Mb 4.6 Mb 5.9 Mb 

Número de replicones 1 3 7 2 3 

tARN’s 56 55 79  88 
rARN’s 4 4 9  6 

Secuencias de Inserción   223 280 8 19 

Flagelo SI SI SI SI SI 

SST IV NO SI SI  SI 

Pili tipo IV SI   SI SI 

SST III NO   NO NO 

Quorum Sensing (QS) NO SI    

Quimiotaxis SI SI SI SI SI 

Fijación de nitrógeno Si SI SI NO SI 

Acido indol acético   SI SI NO  

Acetoína  SI  SI  

Antimicrobianos  SI  SI SI 

ACC desaminasa NO  SI NO NO 

Enzimas líticas SI SI  SI SI 
Metales pesados NO NO NO SI NO 

 

 

En cuanto a las características que tienen en relación con la interacción 

planta-microorganismo se denota la presencia de muchos transportadores lo que 

les permite tener un rango amplio de utilización de fuentes de carbono, también 

hay genes presentes para la adhesión como adhesinas, la presencia de flagelo y 

el pili tipo IV. Algunos tienen genes para sistema de Quorum Sensing (QS) pero en 

Azoarcus este sistema está ausente (Krause et al., 2006). El sistema de secreción 

tipo III está ausente en los genomas de Azoarcus sp. BH72, Enterobacter sp. 638 

y en Klebsiella pneumoniae 342 (Krause et al., 2006; Taghavi et al., 2010; Fouts et 

al., 2008) pero hay genes para quimiotaxis y de enzimas líticas como celulasas o 

glucanasas dependiendo del microorganismo. También están presentes sistemas 

de defensa contra microorganismos, así como las especies reactivas de oxigeno 

(ROS) en K. pneumoniae, Enterobacter y G. diazotrophicus (Taghavi et al., 2010; 

Fouts et al., 2008; Bertalan et al., 2009). En particular, G. diazotrophicus PAL5 

presenta una maquinaria para tolerar pH ácidos y un sistema para la 

osmorregulación (Bertalan et al., 2009). En los genomas de estas bacterias 

también están presentes genes que promueven la salud o el crecimiento de la 
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planta como genes de fijación de nitrógeno. Enterobacter sp. 638 no tiene genes 

de fijación de nitrógeno pero sí genes para la síntesis de moléculas que 

promueven el crecimiento como el ácido indol acético (AIA) o la acetoína. Además, 

tiene genes que producen compuestos antimicrobianos o antifúngicos y también 

genes para la resistencia a metales pesados, estos últimos relacionados con el 

origen de su aislamiento (Taghavi et al., 2009; 2010).  

La mayoría de los genes muestran las capacidades de cada 

microorganismo para establecer la asociación con las plantas, pero también hay 

genes que todavía no tienen función conocida. Los genomas de estos endófitos 

abren la posibilidad de realizar experimentos de transcriptómica, proteómica o 

metabolómica con el fin de entender mejor las interacciones planta-endófito 

mutualista. La secuenciación masiva abre la posibilidad de que se incremente el 

número de genomas conocidos de bacterias endófitas; falta por saber si existe un 

core genómico que determina el ser endófito, además de analizar si algunas de las 

características presentadas también están en endófitos gram positivos.  
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HIPOTESIS 

 

Ya que las semillas de frijol son un nicho único se encontrarán nuevas especies de 

bacterias endófitas aisladas de frijol con potencial biotecnológico  

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo General. 

• Determinar y comparar la diversidad de bacterias endófitas provenientes 

de las semillas de los cultivares de Phaseolus vulgaris BAT 477, DOR 

364, BAT 477 Nod- y Negro Jamapa, en diferentes etapas del 

crecimiento. 

 

Objetivos específicos. 

• Aislar las bacterias presentes en los cultivares de frijol en diferentes 

estadíos de crecimiento. 

• Caracterizar molecularmente las bacterias y comparar las poblaciones 

de bacterias endófitas de los cultivares de frijol. 

• Determinar si los aislados presentan actividades benéficas para las 

plantas. 
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ARTICULO 

 

Phaseolus vulgaris seed-borne endophytic community with novel bacterial species 

such as Rhizobium endophyticum sp. nov.  
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MATERIALES Y METODOS DE RESULTADOS COMPLEMENTARIOS. 

 

Crecimiento de plantas en condiciones gnotobióticas. 

Las semillas de frijol Negro Jamapa se desinfectaron superficialmente  con 

etanol al 70 % por 5 minutos, en hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 15 minutos y 

posteriormente, se enjuagaron 8 veces consecutivas con agua destilada estéril, 

dicho proceso se llevó a cabo en condiciones de esterilidad. Las semillas estériles 

se colocaron en cajas Petri con agar-agua al 0.75 % y se incubaron a 28 °C 

durante 48 h.  

Pasadas las 48 h., las plantas germinadas se colocaron en matraces de 250 

ml conteniendo 220 ml de Fahraeus (Fahraeus, 1957) con agar al 0.75 % (Anexo), 

se colocó una planta por matraz. Se dejaron en oscuridad 48 h para permitir que 

las plantas etiolaran, después se les colocó un tapón de hule espuma para 

mantener la parte de la raíz en esterilidad. Las plantas crecieron en el cuarto de 

cultivo de plantas por 3, 12 ó 21 días a una temperatura de 28°C con un 

fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. 

 

Marcaje de una cepa de Methylobacterium con un gen reportero gusA. 

Se realizó una cruza biparental con la cepa de E. coli  como donadora, la 

cual presenta un vector suicida pFAJ1819A, y la cepa de Methylobacterium sp. 

CCGE 2054 como receptora. Las cepas fueron crecidas en medios LB y YM, 

respectivamente. Posteriormente, se resuspendieron cada una en 1 ml de agua, 

se tomaron 30 µl del cultivo de E. coli y 70 µl de la cepa de Methylobacterium en 

un tubo eppendorf y se mezclaron. Se colocaron 100 µl en una caja con PY y se 

incubó a 28 °C por 24 h. 

Después de la incubación se resuspendió la cruza en 1 ml de agua y se 

realizaron diluciones seriadas desde 100 hasta 10-4. Se platearon 100 µl de cada 

una de las diluciones en dos cajas de YM Nal20 Nm60 para seleccionar las 

transconjugantes ya que la cepa donadora no crece en ácido nalidixico. 

Se picaron 150 colonias en medio YM Nal20 Nm60 X-Gluc para seleccionar 

aquellas colonias que expresaron de manera constitutiva el gen gusA. Se 
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seleccionaron 5 colonias que presentaron una expresión constitutiva y se estriaron 

3 veces para colonia aislada obteniendo un cultivo puro de las colonias 

seleccionadas. Posteriormente, se inocularon las plantas de frijol para seleccionar 

aquellas colonias que expresaron el gen reportero en la planta.  

 

Ensayos de inoculación de plantas de frijol. 

Las semillas de frijol se esterilizaron de la manera ya mencionada. Las 

plantas germinadas se colocaron en matraces de 250 ml conteniendo 220 ml de 

Fahraeus (Fahraeus, 1957) con agar al 0.75 % teniendo una planta por matraz. La 

cepa de Methylobacterium sp. CCGE 2054 marcada con el gen gusA (Mut29) 

creció en una caja con medio YM Nal20 Nm60 por 72 h. Se resuspendió en agua y 

se ajustó a una densidad óptica (D.O.) de 0.2 a 600 nm. Se inocularon 5 plantas 

con 500 µl del cultivo. Plantas sin inocular fueron los controles negativos. Las 

plantas se crecieron en el cuarto de cultivo de plantas por 20 días a una 

temperatura de 28 °C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. 

En otro ensayo, se inocularon la cepa de Methylobacterium sp. CCGE 2054 

o Mut29 y la cepa de Rhizobium etli CFN42 a una D.O. de 0.2 de la manera ya 

mencionada, solas y en co-inoculación. 

 

Actividad β–glucuronidasa. 

La expresión del gen gusA se midió mediante la actividad β–glucuronidasa. 

Las raíces de las plantas no inoculadas e inoculadas con la cepa de 

Methylobacterium sp. CCGE 2054 silvestre y marcada con el gen reportero gusA 

fueron cortadas de la planta al nivel de la corona de la raíz y se colocaron en 

viales de antibiótico de 25 ml. Se les agregó 5 ml de la solución para actividad β–

glucuronidasa (Anexo). Los frascos se taparon con tapones de goma y se 

colocaron en una charola, la cual se cubrió con aluminio y se incubó a 37 °C por 

24 h.  

Las raíces se enjuagaron con buffer de fosfatos y se fijaron con etanol al 

70%. Se observaron las raíces en el microscopio estereoscópico.  
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Reducción de acetileno. 

La raíz de cada planta se colocó en un frasco de vidrio de 30 ml. 

Posteriormente, se selló el frasco con un tapón de hule y se extrajo un volumen de 

0.6 ml de aire que se sustituyó por un volumen igual de acetileno con la ayuda de 

una jeringa. Las muestras se incubaron por 1 h a temperatura ambiente y 

posteriormente se analizó la presencia de etileno mediante un cromatógrafo de 

gases Varian. 

 

Aislamiento de cepas de Methylobacterium a partir de nódulos. 

Nódulos pequeños y grandes se esterilizaron superficialmente con un 

lavado de etanol 100 % por 1 minuto, un lavado de hipoclorito de sodio al 1.5 % 

por 1.5 o 3 minutos según el tamaño de los nódulos y después se realizaron ocho 

lavados con agua tridestilada estéril. Se realizó una prueba de esterilidad de 

superficie del nódulo en un extremo de la caja Petri con medio YM antes de ser 

aplastado. Las cajas se incubaron por 5 días a 28 °C.  

Las cepas obtenidas de los nódulos se estriaron en medio YM para colonia 

aislada para obtener cultivos puros.  

 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) PCR. 

El ADN aislado de las cepas obtenidas a partir de los nódulos se diluyó 1:10 

y se utilizó 1 µl para realizar un REP-PCR utilizando los primers ERIC1 y ERIC2 

(Versalovic et al., 1994), también se amplificó el ADN de la cepa que se inoculó. 

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:  

Primer ERIC1 (20 pMol)  1 µl   

Primer ERIC2 (20 pMol)  1 µl 

dNTP’s (10 mM)   3.1 µl 

MgCl2 (50 mM)   3.8 µl 

Buffer 10X    2.5 µl 

DMSO    2.5 µl 

ADN (1:10)    2 µl 

Taq polimerasa (5 U/ µl )  0.2 µl 
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H2O     9.9 µl 

     25 µl 

 

95 ºC  3 minutos 1 ciclo 

30 ciclos de… 

93 ºC  45 segundos 

50 ºC  1 minuto  

65 ºC  8 minutos  

 

65 ºC   16 minutos  1 ciclo 

 

Endófitos del hipocótilo. 

Se crecieron 10 plantas de los cultivares de frijol BAT 477, DOR 364 y 

Negro Jamapa en condiciones de esterilidad como se mencionó. Después de 21 

días se sacaron del matraz y se cortó desde el inicio de la raíz hasta por debajo de 

los cotiledones, parte que corresponde al hipocótilo de la planta de frijol, la cual 

siempre estuvo en condiciones de esterilidad. Posteriormente, se esterilizaron los 

hipocótilos superficialmente con etanol al 70 % y se enjuagaron con agua estéril. 

Los hipocótilos esterilizados se colocaron superficialmente en cajas con medio LB 

y PY durante 15 minutos para evaluar el proceso de esterilización. Se realizó un 

corte transversal de 3 cm en los hipocótilos, eliminando los extremos, 

posteriormente se hizo un corte longitudinal y se colocaron en tubos eppendorf y 

se sonicaron por 15 minutos. El sonicado se plateó en cajas de PY y LB; las cajas 

se incubaron a 28 °C por 20 días.  

Las colonias obtenidas se estriaron dos veces para colonia aislada con el 

objetivo de obtener un cultivo puro de cada uno de los fenotipos.  

 

Aislamiento de ADN bacteriano 

El ADN de los cultivos puros fue aislado siguiendo el protocolo de DNA 

Isolation Kit for Cell and Tissues de Roche  (No Cat.11 814 770 001). El ADN fue 

visualizado en un gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 
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Amplificación y filogenia del 16S ribosomal 

Se amplificó un fragmento de aproximadamente 1500 pb del gen 16S 

ribosomal de algunas cepas de los endófitos provenientes del hipocótilo con los 

oligonucleótidos fD1 y rD1 (Weisburg, 1991) bajo las siguientes condiciones: 

 

Condiciones de la PCR del 16S ribosomal. 

Primer fD1 (10 pMol.)  1 µl   

Primer rD1 (10 pMol.)  1 µl 

dNTP’s (10 mM)   0.8 µl 

MgCl2 (50 mM)   3 µl 

Buffer 10X    10 µl 

ADN (1:10)    1 µl 

Taq polimerasa (5 U/ µl )  0.5 µl 

H2O     82.7 µl 

     100 µl 

 

Programa de la PCR para el 16S ribosomal. 

94 ºC  3 minutos 1 ciclo 

30 ciclos de… 

94 ºC  1minuto 

57 ºC  1minuto  

72 ºC  2 minutos  

 

72 ºC   5 minutos  1 ciclo 

 

Los productos de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1 % teñido 

con bromuro de etidio. Posteriormente, se limpiaron con el kit High Pure PCR 

Product Purification Kit de Roche (No. Cat. 11 732 676 001) y se mandaron a 

secuenciar a Macrogen Co. (Corea). 

Las secuencias se concatenaron y limpiaron manualmente utilizando el 

programa BioEdit 2.0 y posteriormente se alinearon con el software Clustal W. Se 
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realizaron árboles filogenéticos utilizando MEGA mediante el modelo Neighbor-

Joining y el método Tamura-Nei con 1000 pseudoréplicas. 
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS 

 

Methylobacterium como endófito. 

Con la finalidad de mostrar visualmente que uno de los aislados obtenidos 

era endófito, se realizó un marcaje de la cepa de Methylobacterium CCGE 2054 

mediante una cruza biparental. Se obtuvieron en promedio 120 colonias por caja 

en la dilución 10-4 del plateo de la cruza; de estas cajas se escogieron 

aleatoriamente 150 colonias para sembrarlas en cajas con medio YM Nal20 Nm60 

X-Gluc y seleccionar las colonias que expresaran el gen gusA. Diez colonias 

dieron resultado positivo aunque no todas presentaban un mismo nivel de 

expresión. De estas 10 se tomaron 4 colonias en las que se analizó la expresión 

del gen gusA en planta. Una mostraba una expresión bastante fuerte, la cual se 

denominó Mut29, el resto tenía una expresión moderada y baja. La colonización 

de la raíz por esta bacteria fue evaluada y se observó que colonizaba la superficie 

y los vasos del xilema de las raíces de frijol (Fig. 1).  

Posteriormente, se evaluó el posible efecto en la fijación de nitrógeno 

cuando se inoculó con Methylobacterium Mut29 y R. etli CFN42. Se observó que 

el número de nódulos en las plantas inoculadas únicamente con R. etli CFN42 era 

mayor en un 32 % que con la co-inoculación, cabe señalar que los nódulos de las 

plantas inoculadas con R. etli CFN42 fueron pequeños y aparentemente no todos 

eran activos. Sin embargo, en cuanto a la fijación de nitrógeno hubo un incremento 

del 8.2 % utilizando la co-inoculación respecto a la inoculación individual de R. etli, 

pero este incremento sutil no fue significativo. La colonización fue evaluada y se 

observó que aproximadamente el 1 % de los nódulos pequeños y blancos 

presentaban una coloración ligeramente azul en su interior (Fig. 1). Dicha 

coloración no se observó en plantas que sólo habían sido inoculadas con R. etli 

CFN42 ni en aquellas inoculadas con la cepa silvestre de Methylobacterium. Se 

realizó una cruza biparental entre la cepa Mut29 y R. etli CFN42 para evaluar la 

posibilidad de transferir el vector a R. etli. Se observó que no era posible que el 

transposón se hubiera transferido de una cepa a la otra por lo que todo indicaba 

que era Mut29, cepa que daba una señal azul en el interior de los nódulos.  
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Se aislaron algunas cepas de Methylobacterium CCGE 2054 a partir de los 

nódulos obtenidos por la co-inoculación de esta cepa y de R. etli CFN42; al 

realizarles una PCR con los primers ERIC1 y ERIC2 mostró que era la misma 

cepa que se había inoculado, CCGE 2054, por lo que concluimos que en el interior 

de algunos nódulos se encontraba Methylobacterium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Endófitos del xilema. 

Se obtuvieron 100 aislados, de los cuales se seleccionaron al azar 40 

aislados para extraer el ADN y secuenciar. Se recuperaron bacterias de los grupos 
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Fig. 1. Colonización de raíces de frijol por la cepa CCGE 2054 marcada con el gen 
reportero gusA (Mut29). Raíces inoculadas con la cepa silvestre CCGE 2054 A; 
colonización del interior de la raíz por Mut29 B; colonización de nódulos cuando Mut29 se 
co-inocula con Rhizobium CFN42, las flechas señalan la coloración azul dentro del nódulo 
C. Patrón de ERIC’s de la cepa CCGE 2054 inoculada y recuperada de nódulo D.
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Fig. 1. Colonización de raíces de frijol por la cepa CCGE 2054 marcada con el gen 
reportero gusA (Mut29). Raíces inoculadas con la cepa silvestre CCGE 2054 A; 
colonización del interior de la raíz por Mut29 B; colonización de nódulos cuando Mut29 se 
co-inocula con Rhizobium CFN42, las flechas señalan la coloración azul dentro del nódulo 
C. Patrón de ERIC’s de la cepa CCGE 2054 inoculada y recuperada de nódulo D.
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α, β y γ-Proteobacteria, Firmicutes y Deinococcus, siendo α–Proteobacteria el 

grupo más abundante con un 76 % de los aislados analizados, seguido por γ-

Proteobacteria y Fimicutes con un 8 % cada uno y finalmente β-Proteobacteria y 

Deinococcus con un 4 % respectivamente. La mayor parte de los aislados 

provinieron del cultivar Negro Jamapa, sólo 16 aislados se obtuvieron a partir de 

BAT 477 y un aislado de DOR 364. Los controles de desinfección superficial no 

mostraron crecimiento bacteriano, lo que indica que el proceso de desinfección fue 

eficiente y sugiere que las colonias obtenidas provienen de las semillas de frijol 

crecidas en esterilidad. Los aislados pertenecen a los géneros Sphingomonas, 

Brevundimonas, Methylobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Deinococcus, 

Staphylococcus y Achromobacter; siendo Sphingomonas el género más 

abundante. A partir del hipocótilo se recuperaron géneros que no habían sido 

recuperados en tejidos analizados anteriormente (raíz y semillas inmaduras) entre 

ellos están Pseudomonas, Deinococcus y Achromobacter.  

 

Endófitos de la mutante BAT 477 Nod-. 

Semillas de frijol de la mutante no nodulante (Nod-) del cultivar BAT 477 

fueron esterilizadas y crecidas bajo las mismas condiciones que se mencionan en 

el artículo. Se analizaron solamente las raíces de plantas de 3 y 12 días. No se 

obtuvieron semillas inmaduras como en el caso de BAT 477 y DOR 364. Se 

obtuvieron 61 aislados a partir de 7 plantas; se obtuvieron 43 aislados de raíces de 

12 días mientras que 18 fueron de raíces de 3 días. Se secuenciaron algunos de 

los aislados de manera aleatoria y el análisis de las secuencias muestra la 

presencia de bacterias de los géneros Bacillus, Brevundimonas, Staphylococcus y 

Lysobacter.  
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DISCUSIÓN 

 

Las bacterias asociadas a plantas pueden localizarse sobre la superficie de 

la raíz y de las hojas (rizosféricas y epífitas) o en el interior de los tejidos, estas 

últimas son conocidas como endófitas y han sido el objeto de estudio en este 

trabajo. En frijol encontramos bacterias en el interior de las raíces, en semillas 

inmaduras y en vasos del xilema. El análisis de la diversidad de endófitos 

asociadas al frijol permitió la identificación de bacterias de los géneros Bacillus, 

Paenibacillus, Methylobacterium, Acinetobacter, Kocuria, Leptothrix, Micrococcus, 

Streptomyces, Janibacter, Cohnella, Phyllobacterium y Rhizobium. Miembros de 

los géneros Bacillus y Paenibacillus han sido reportados como endófitos de papa, 

café, maíz y trébol (Berg et al., 2005; Vega et al., 2005; Rijavec et al., 2007; Sturz 

et al., 1997). Además se han reportado cepas de B. amyloliquefaciens, B. pumilus, 

B. mycoides, B. megaterium, B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, P. polymyxa, 

P. azotofixans como promotores del crecimiento de las plantas (Mc Spadden 

Gardener 2004). Ding y colaboradores (2005) analizaron la capacidad de fijar 

nitrógeno de aislados de Bacillus y Paenibacillus rizosféricos y encontraron que 

algunas cepas reducen acetileno y presentan los genes de nitrogenasa entre ellas 

está B. megaterium, B. cereus y P. massilensis. En este trabajo no se evaluó la 

fijación de nitrógeno en los endófitos debido a que la asociación Rhizobium-

leguminosa tiene un aporte mayor de nitrógeno a la planta que lo que los endófitos 

pudieran dar. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que algunos de ellos 

pudieran estar realizando la fijación de nitrógeno.  

Diferentes especies de Methylobacterium se obtuvieron del frijol; los cuales 

podrían corresponder a nuevas especies (datos no mostrados). Es interesante que 

cada cultivar presentó diferentes especies de Methylobacterium. Anteriormente 

este género se ha reportado asociado a plantas: Methylobacterium populi fue 

aislado de árboles de álamo (van Aken et al., 2004a; 2004b), M. mesophilicum a 

partir de soya y M. radiotolerans, M. fujisawaense y M. oryzae del arroz (Green y 

Bousfield, 1983; Madhaiyan et al., 2007). 
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Bacterias del género Methylobacterium han sido reportadas que estimulan 

la germinación de las semillas (Holland y Polacco, 1994), producen auxinas 

(Madhaiyan et al., 2006a), citocininas (Koening et al., 2002; Madhaiyan et al., 

2006a), vitamina B12 (Basile et al., 1985), algunas presentan actividad ACC 

desaminasa (Madhaiyan et al., 2006a, 2007), estimulan el sistema inmune de la 

planta y la nodulación (Madhaiyan et al., 2006b); estas funciones pueden contribuir 

a la promoción del crecimiento. Sin embargo, el experimento de co-inoculación de 

R. etli y Methylobacterium CCGE 2054 que se realizó no mostró efectos 

significativos de estimulación de la nodulación por la presencia de 

Methylobacterium. La obtención de una cepa de Methylobacterium con un gen 

reportero permitió evaluar la colonización en planta. La visualización de algunas 

bacterias de Methylobacterium en tejido vascular de raíces, así como la 

recuperación de éstas a partir de nódulo sugiere que podría ser un endófito de 

nódulo; sin embargo, no se conoce el mecanismo por el cual puediera llevar a 

cabo dicha colonización. 

Numerosos Acinetobacter se encontraron asociados a nódulos y tejidos de 

soya como endófitos y en la rizósfera de la fresa (Wong et al., 1986; Kuklinsky-

Sobral et al., 2004; Berg et al., 2005b). Algunas cepas de Acinetobacter aisladas 

de la rizósfera del trigo producen auxinas y estimulan el crecimiento de la planta 

(Egamberdieva et al., 2008). Los aislados obtenidos de frijol están relacionados a 

A. calcoaceticus. Cinco de los aislados del cultivar BAT 477 y uno de DOR 364 

fueron capaces de solubilizar fosfato, dato congruente con lo reportado en 

Acinetobacter aislado de soya (Kuklinsky-Sobral et al., 2004). Es interesante notar 

que el cultivar BAT 477, caracterizado por su capacidad de tolerar las deficiencias 

de fosfato en campo, posee un número mayor de endófitos capaces de solubilizar 

fosfato mineral. Es posible que endófitos como Acinetobacter contribuyan tanto a 

incrementar la nodulación como a solubilizar fosfato a nivel de campo.  

Otros géneros han sido reportados como promotores del crecimiento o de la 

salud de la planta entre ellos está Streptomyces. Algunos endófitos de tomate y de 

papa del género Streptomyces fueron capaces de controlar hongos como 

Fusarium oxysporum (Cao et al., 2004; Sessitsch et al., 2004). En frijol, la cepa 
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CCGE 2242 presentó una capacidad importante de solubilización de fosfato 

mineral aunque no se evaluó su capacidad de producir metabolitos secundarios. 

Algunos de los géneros encontrados en frijol como endófitos corresponden 

a bacterias que tienen la capacidad de formar esporas o bien resistir la desecación 

o altas temperaturas como lo son Bacillus, Paenibacillus, Staphylococcus, 

Acinetobacter y Methylobacterium. Las semillas que se utilizaron para realizar los 

aislamientos tenían varios meses de almacenamiento por lo que el contenido de 

humedad era limitada si se compara con semillas recién obtenidas; estas 

condiciones pudieran favorecer un ambiente propicio para que persistan aquellos 

microorganismos capaces de soportar la desecación. Eso no significa que sólo 

deberían haber estado ese tipo de bacterias, también pudieron haber sobrevivido 

otros microorganismos pero sus poblaciones se vieron disminuidas. En reportes 

de endófitos de papa, de soya e inclusive arroz, las plantas analizadas provienen 

de campo y se encuentran frecuentemente bacterias de los géneros Burkholderia, 

Pseudomonas, Pantoea y Stenotrophomonas que son bacterias del suelo de vida 

libre y no forman esporas. Estos microorganismos deben de llevar a cabo un 

proceso de colonización de la planta para pasar a ser endófitas. Sería interesante 

analizar si en semillas de frijol crecidas en campo se encuentran este tipo de 

bacterias y si en el transcurso del tiempo su población disminuye al haber menos 

humedad en la semilla; de esta manera se podría explicar su ausencia en 

plántulas de tres días en condiciones gnotobióticas. 

Se identificó al género Rhizobium como endófito de frijol. Anteriormente, se 

había reportado a Rhizobium no simbiótico en la rizósfera de frijol y por 

transferencia horizontal de la información simbiótica podían nodular y fijar 

nitrógeno (Segovia et al., 1991). La cepa CCGE 2052 fue capaz de nodular el frijol 

cuando adquirió el plásmido simbiótico de R. tropici CFN299 por conjugación. 

Como endófito se ha reportado a Rhizobium en plantas de arroz en campos con 

rotación de cultivo de leguminosas y en aquellos donde no existe rotación con frijol 

(Singh et al., 2006). También ha sido encontrado como endófito del maíz  cuando 

éste es cultivado en el sistema de milpa (Gutiérrez-Zamora y Martínez-Romero, 

2001), en caña de azúcar (Velázquez et al., 2008), en el álamo (Taghavi et al., 
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2009), trébol rojo (Sturz et al., 1997) y soya (Ikeda et al., 2010). En trabajos 

anteriores en el laboratorio se había reportado la presencia de Rhizobium etli en 

semillas de frijol pero no en el interior de éstas (Pérez-Ramírez et al., 1998). El 

proceso de desinfección superficial de las semillas previo a la germinación fue 

evaluado y no se observó crecimiento de bacterias a partir de frijoles colocados en 

medio de cultivo ni tampoco del agua del último enjuague, esto sugiere que las 

bacterias aisladas se encontraban en el interior de las raíces. La secuencia del 

genoma de esta cepa permitirá conocer si presenta genes involucrados en la 

colonización, vías metabólicas, producción de metabolitos secundarios y de otras 

características comunes que se han reportado en genomas de otros endófitos. 

Además se podría conocer de manera más detallada los genes involucrados en el 

proceso de colonización endófita ya que no se sabe si están interviniendo genes 

del proceso de nodulación con leguminosas. Algunas otras cepas de rhizobia han 

sido reportados como endófitos de plantas de cereales y papa, entre ellos 

destacan Bradhyrhizobium y Agrobacterium (Garbeva et al., 2001; Zinniel et al., 

2002; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Sturz et al., 2005) 

En papa, caña de azúcar y soya (Reiter et al., 2002; Mendes et al., 2007; 

Kuklinsky-Sobral et al., 2004), se encontraron bacterias que se han reportado 

como patógenos oportunistas de humanos entre ellos encontramos Acinetobacter, 

Staphylococcus, Micrococcus. Los aislados de Staphylococus de frijol se 

relacionan con S. epidermidis, S. pasteuri, S. warneri y S. haemolyticus. 

Staphylococcus saprophyticus fue aislado como endófito a partir de zanahoria y 

también de la rizósfera de trigo (Surette et al., 2003; Egamberdieva et al., 2008). 

Alta resistencia a antibióticos y formación de biopelículas son características de S. 

epidermidis que ha sido aislado de pacientes en hospitales; se han reportado 

bacterias de S. haemolyticus de recién nacidos y de personas inmunodeprimidas 

(Takeuchi et al., 2005). No se tienen datos sobre la función de este tipo de 

bacterias en asociación con plantas, así como el posible riesgo en la salud que 

podría traer su presencia en productos vegetales para el consumo humano. Por lo 

cual, recomendamos trabajar los aislados de bacterias patógenas oportunistas de 
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humanos asociados a plantas con mucha precaución  y de no contemplarlos como 

posibles inoculantes en la agricultura.  

En chícharo, en maíz y en papa se encontraron poblaciones de endófitos 

asociadas a un cultivar específico (Elvira-Recuenco y van Vuurde, 2000; Rijavec et 

al., 2007; Manter et al., 2010). En este trabajo no se encontró especificidad por un 

cultivar, de alguna manera la variación individual influyó para no determinar 

asociaciones endófito-cutivar dependiente. No se encontraron poblaciones 

particulares de endófitos en los diferentes tejidos analizados con la excepción de 

una diversidad mayor de Sphingomonas en los aislados de xilema; por el 

contrario, en el estudio de los endófitos de papa si hubo especificidad de endófitos 

por tejido vegetal (Berg et al., 2005a). El análisis de los endófitos de una mutante 

de frijol  mostró algunas diferencias al compararse con las semillas silvestres. En 

soya  los genotipos afectados en nodulación ya sea hipernodulantes o carente de 

esta propiedad tenían poblaciones muy similares entre sí y diferentes al genotipo 

silvestre (Ikeda et al., 2010). 

  

Endófitos de semilla. 

Las bacterias tanto benéficas como patógenas al estar en el xilema pueden 

transportarse hasta las semillas. Sólo durante el último periodo de maduración de 

la semilla el flujo de xilema cesa y la semilla entra en periodo de desecación. 

Podríamos pensar que las bacterias quedan en los vasos del xilema “atrofiado”o 

que salen de éste hacia otras partes de la semilla, tal vez debajo de la testa. En 

las semillas se encuentra un número limitado de bacterias que fluctúa de una a 

varias decenas, éstas pueden ser combinaciones diferentes de bacterias 

heredadas. Se ha considerado que al coheredarse los simbiontes (múltiples) se 

favorecen relaciones de cooperación entre ellos que son benéficas para el 

hospedero. 

 La falta de crecimiento en las pruebas de esterilidad sugiere que las 

bacterias obtenidas a partir de vainas cerradas son endófitos de la semilla y que 

además de la colonización de la raíz por bacterias del suelo, las bacterias en el 

frijol pudieran estar siendo transmitidas verticalmente como se sugiere también 



 68 

para el arroz, maíz, eucalipto y café (Singh et al., 2006; Rijavec et al., 

2007;Ferreira et al., 2008; Vega et al., 2005). En estas plantas se reportaron 

bacterias de los géneros Bacillus, Paenibacillus, Enterococcus, Methylobacterium, 

Paracoccus, Frankia, Pantoea, Sphingomonas y Pseudomonas. Algunos de estos 

géneros también se encontraron como endófitos de semillas inmaduras de frijol, 

además de Kocuria, Micrococcus, Paracoccus y Arthrobacter. Sin embargo, la 

ausencia de una prueba contundente de transmisión vertical como el recuperar 

una bacteria con un gen reportero o la visualización de las bacterias en la semilla 

no permite afirmarlo. Se realizó el seguimiento en plantas hasta la formación de 

semilla de Methylobacterium CCGE 2054 silvestre y con el gen reportero gusA 

(Mut29); sin embargo, no se recuperaron bacterias en los medios selectivos con 

antibiótico (datos no mostrados). Sería interesante tratar de recuperar en semillas 

inmaduras o recién cosechadas bacterias que fueron inoculadas para comprobar 

la transmisión vertical de los endófitos, mecanismo importante que no se ha 

probado a la fecha. Hasta el momento sólo se han visualizado en las semillas 

bacterias inoculadas pero no sabemos si a lo largo del tiempo éstas se mantienen 

(Ferreira et al., 2008). 

Surgen muchas preguntas sobre los endófitos en semillas ¿Quedan las 

bacterias también en estado latente (esporas)?, ¿Con la germinación proliferan?, 

¿Utilizan entonces las reservas de la semilla para crecer?, ¿Colonizan la 

superficie de la radícula dentro de la semilla para emerger con ella durante la 

germinación y proteger la superficie de la raíz naciente?, ¿Estas poblaciones son 

desplazadas por las que provienen de la rizósfera?. Al estar en la semilla podemos 

suponer que estas bacterias no requerirían los mecanismos de colonización 

necesarios de las bacterias que colonizan desde el exterior pero esto no se ha 

comprobado. 

Se ha propuesto que las bacterias ayudan en la germinación. Es interesante 

notar que muchos de los bacilos, Acinetobacter y Rhizobium  que aislamos de la 

semilla son fitasa positivos. El que bacterias del interior de semilla produzcan 

fitasas es una indicación de que éstas pudieran utilizar las materias de reserva de 

la semilla y tal vez ayudar a movilizarlas, en esto pudieran contribuir a la 
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germinación. La posibilidad de mobilizar fitato por endófitos no ha sido 

considerada con anterioridad. Sería interesante probar mutantes en fitasas y 

evaluar la expresión de bacterias con genes reporteros en fitasa durante la 

germinación de semillas. 

La degradación de fitato pudiera tener un valor en biotecnología. Muchos 

animales se alimentan con semillas y los animales monogástricos no pueden  

asimilar el fitato como consecuencia de esto tienen limitaciones en su ingesta de 

fósforo; semillas con un menor contenido de fitato pudieran tener un valor 

nutricional más adecuado. 

 

Endófitos del xilema. 

Básicamente, se han utilizado dos estrategias diferentes para aislar y 

cultivar las bacterias endofíticas. En una de ellas, con bombas de vacío se extrae 

el líquido del xilema el cual se cultiva en medios de laboratorio. Otra, la más 

común consiste en  platear en medio de cultivo los triturados de raíces o tallos 

completos. La primera ha permitido el aislamiento de una diversidad de géneros 

bacterianos de caña de azúcar (Velázquez et al., 2008). La segunda estrategia es 

la más empleada, se obtienen bacterias de xilema pero también de espacios 

intercelulares. En este trabajo, se utilizó una metodología diferente, se analizaron 

los endófitos del xilema mediante el empleo de una sonicación indirecta de los 

hipocótilos del frijol, permitiendo que bacterias que se encontraban en los tubos 

del xilema fueran desprendidas y recuperadas. Es de destacar la presencia de una 

diversidad de Sphingomonas presentes en el xilema, además de un aislado de 

Pseudomonas y Achromobacter. Estos géneros presentan miembros que tienen la 

capacidad de estimular el crecimiento, de tener antagonismo contra hongos 

patógenos y de producir metabolitos secundarios con efectos de antibiosis 

(Sessitsch et al., 2004; Jha y Kumar 2009; Magnani et al., 2010). La evaluación de 

producción de metabolitos secundarios o de capacidad antagónica de estas 

bacterias podría ayudarnos a comprender la posible función que desarrollan en el 

xilema. 
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Podríamos preguntarnos si la composición de la savia del xilema pudiera 

depender de las bacterias que lo colonizan. Estas pudieran en buena medida ser 

las responsables de la producción de hormonas, de vitaminas, de otros 

metabolitos y de antimicrobianos. La estimulación de la defensa de plantas por 

bacterias es uno de los mecanismos de control biológico que no requieren grandes 

cantidades de bacterias, con sólo pocas bacterias se puede estimular la respuesta 

de defensa de las plantas. En el xilema, mediante microscopía de barrido se 

observó sólo números limitados de bacterias en microcolonias y tal vez cúmulos 

de bacterias. Siendo la savia del xilema tan pobre en nutrimentos es de esperar 

que el crecimiento bacteriano esté muy limitado; sin embargo, por xilema se 

transportan los ureidos producto de la fijación de nitrógeno de los nódulos. 

Algunos hongos y bacterias patógenas de xilema son muy agresivos y las 

bacterias bloquean los vasos del xilema. Ya que los patógenos de xilema (hongos 

y bacterias) tienen efectos muy drásticos en mermar el rendimiento de cultivos de 

importancia agrícola, se han estudiado mucho más que las bacterias endofíticas. 

Como los endófitos y patógenos compiten por el mismo nicho, se ha considerado 

utilizar endófitos como una manera de controlar patógenos. Así se ha pensado en 

competir a la bacteria Xylella fastidiosa, que causa una importante infección en 

cítricos en Brasil, con Methylobacterium. Siguiendo esta línea de pensamiento se 

investigó y se obtuvieron decrementos en los daños causados por Xylella 

fastidiosa en plantas co-inoculadas con Pseudomonas en California, donde la 

bacteria ha causado pérdidas millonarias en los viñedos. La manipulación genética 

de Pseudomonas permitió obtener bacterias sobreproductoras de disruptores del 

factor DSF (Difussible Signal Factor) que afecta la virulencia  de Xylella y de esta 

manera pudieron competir más eficientemente al pátogeno (Newman et al.,  2008). 

Hay evidencia para suponer que los endófitos juegan de manera natural un 

papel de defensa contra patógenos, muchos pudieran producir antibióticos y 

fungicidas. La variación individual de plantas en respuesta a patógenos también 

pudiera estar incrementada por la variación en endófitos si ésta determina una 

diversidad de moléculas activas contra patógenos. La diversidad genética de los 

hospederos se potencializaría con la diversidad genética de los simbiontes en la 
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resistencia a patógenos. Una ventaja selectiva para una población sería que los 

individuos tengan diferentes capacidades de producción de moléculas activas. El 

buscar en endófitos (tal vez en presencia de la planta) la producción de 

antibióticos y antifúngicos parece una perspectiva interesante a seguir. En Los 

Tuxtlas, Ver. existe un problema muy grave con los ataques de hongos en el 

cultivo del frijol, tal vez la inoculación con algunas de las bacterias obtenidas 

pudiera servir  para controlar hongos patógenos del xilema (como Fusarium), muy 

abundantes en México. 

Hasta la fecha no se conoce cómo los endófitos colonizan el xilema y 

tampoco se sabe qué genes de las bacterias participan en este proceso o qué 

genes se expresan una vez dentro del xilema, ésta es un área de investigación por 

explorar. Es de notar que bacterias patógenas del xilema como Xylella fastidiosa 

no tienen mecanismos para infectar por sí mismas y requieren de insectos para 

que los inyecten en xilema (Redak et al., 2004), no sabemos si algunas bacterias 

endófitas también hagan uso de vectores para su colonización. 

 

Bacterias de plantas como modelo de otras simbiosis. 

Recientemente, ha habido una explosión de publicaciones en simbiosis en 

una gran diversidad de organismos (Dethlefsen et al., 2007) y se reconoce que 

algunos simbiontes (endosimbiontes de insectos en especial) son indispensables 

para el desarrollo del hospedero.  

Se considera que el entendimiento del microbioma humano requiere del 

conocimiento de otras simbiosis y se ha reconocido la necesidad de enriquecer  la 

investigación de muy diversas simbiosis. Los microbiomas de las plantas al igual 

que el de los humanos son complejos y dependen del órgano y sitio. Al igual que 

en humanos, los microbiomas de plantas pueden participar en proveer 

nutrimentos, degradar xenobióticos, inhibir patógenos o inducir mecanismos de 

defensa en sus hospederos. 

 Se ha sugerido que la simbiosis mejor estudiada de plantas (Rhizobium-

leguminosa) pudiera servir como un modelo de estudio de las simbiosis en 

humanos que arroje indicios de los mecanismos de la interacción simbiótica, sin 
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embargo, la simbiosis Rhizobium-leguminosa es una simbiosis intracelular con un 

alto grado de especialización. La simbiosis de bacterias rizosféricas y tal vez 

también las del xilema pudieran ser una mejor referencia en el estudio de las 

simbiosis intestinales de humanos.  

 La raíz y el intestino son medios de transporte de nutrimentos del exterior 

con  bacterias que los transforman y determinan en buena parte lo que pasa al 

organismo. La raíz y el xilema tienen, al igual que el intestino, una estructura que 

aumenta la superficie que podría ser colonizada por bacterias; sin embargo, el 

contenido de bacterias en xilema es mucho menor que en intestinos, y el xilema es 

muy pobre en nutrimentos. Por el xilema se transportan nutrimentos como 

aminoácidos, azúcares (pero en menor concentración que en el floema), ácidos 

orgánicos, hasta proteínas, además de minerales y agua.  

 No hay planta sin bacterias rizosféricas o sin bacterias endofíticas, no hay 

intestinos sin bacterias en condiciones naturales. Existe variación en las 

comunidades bacterianas en los hospederos, de especie a especie y de un 

individuo a individuo, pero también hay especies y géneros comunes, tanto de 

endófitos como de simbiontes intestinales que pudieran clasificarse como 

generalistas o especialistas.   

A pesar de platear muestras muy diluidas de endófitos y recuperar un 

número pequeño de bacterias por caja, en algunos casos hemos observado que 

una sola colonia no está constituida por una sola especie, sino al parecer son 

consorcios bacterianos difíciles de separar también reconocidos como co-

agregados, especialmente observados en las bacterias de la boca de los humanos 

(Filoche et al., 2010). El estudio de estos consorcios de los endófitos de plantas 

arrojará información valiosa sobre cómo se estructuran las comunidades 

bacterianas en plantas.  

Las comunidades bacterianas asociadas a plantas y de intestino por su  

complejidad pudieran ser refractarias a la colonización por otras bacterias 

(resilencia). Sin embargo, tanto el intestino como el xilema pueden ser invadidos 

por nuevas bacterias y las infecciones con patógenos en xilema llevan a 

deshidratación y síntomas de sequía en plantas; los patógenos del xilema e 
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intestino pueden producir toxinas que pasan al organismo. Existe el interés de 

controlar estos patógenos con probióticos o bacterias endofíticas promotoras del 

crecimiento vegetal. Las bacterias del intestino juegan un papel determinante en la 

diferenciación del intestino, esto no se ha explorado en el caso de la simbiosis de 

xilema y sus bacterias pero sí se sabe que interacciones con bacterias estimulan 

respuestas de defensa en las plantas.  

En plantas, las bacterias se encuentran en las semillas pero también  

pueden adquirirse del suelo. Esta adquisición mixta hará difícil el poder controlar 

las poblaciones endofíticas en plantas. Una consideración semejante se ha hecho 

sobre la posibilidad de manipular las poblaciones intestinales de los humanos.  
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CONCLUSIONES 

 

El frijol al igual que otras plantas presenta en raíces y en semillas 

inmaduras una gran diversidad de bacterias endofíticas. Dentro de esta gran 

diversidad existen géneros de bacterias rizosféricas con capacidades de 

promoción del crecimiento, así como géneros de bacterias patógenas oportunistas 

de humanos, además de posibles nuevas especies. 

 

La variación individual en las poblaciones endófitas de frijol es grande y no 

permite determinar la presencia de cepas específicas asociadas a los diferentes 

cultivares analizados. Además, el genotipo mutante de frijol no mostró diferencias 

significativas en la composición de los endófitos respecto al genotipo silvestre. 

 

La cepa  no simbiótica CCGE 2052 de Rhizobium  aislada a partir del frijol 

es un taxa cercano a R. tibeticum y R. gallicum con características fenotípicas que 

las distinguen de éstas y se propuso como una nueva especie denominada R. 

endophyticum en relación con su origen. 

 

En el xilema están presentes bacterias endófitas. Existen algunas 

diferencias entre la composición de los endófitos de raíz, semilla inmadura y 

xilema; por ejemplo, la presencia de una gran diversidad de Sphingomonas en 

este último es notoria. 

 

La capacidad de solubilizar fosfato mineral y fitato por algunas bacterias 

endofíticas abre la posibilidad de explorar la función que éstas estuvieran 

desarrollando dentro de las semillas así como su aplicación como inóculo en un 

futuro. 

 

El empleo de la conjugación bacteriana para introducir un plásmido con un 

gen reportero es una metodología eficiente para el marcaje de cepas de 
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Methylobacterium que permite monitorear y visualizar la colonización de la planta 

por bacterias y de esta manera comprobar la naturaleza endófita de los aislados. 

 

En frijol, el empleo de la co-inoculación de Methylobacterium CCGE 2054 y 

Rhizobium no tiene efectos significativos en el incremento de la nodulación ni en la 

fijación de nitrógeno.  
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PERSPECTIVAS. 

 

Analizar la capacidad antagónica de los endófitos del xilema, así como la 

capacidad de producir metabolitos secundarios con el objetivo de poder entender 

la posible aportación de estos endófitos a la planta. 

 

Analizar y comparar el genoma de R. endophyticum CCGE 2052 con otros 

genomas de endófitos, así como con genomas de cepas simbióticas de Rhizobium 

para poder entender su naturaleza endofítica y encontrar posibles genes 

involucrados en la asociación endófito-planta. 

 

Analizar el mecanismo por el cual Methylobacterium coloniza el interior de 

una porción pequeña de los nódulos de frijol cuando se co-inocula con Rhizobium.  

 

Comprobar de manera visual si bacterias endofíticas de frijol de otros 

géneros tienen la capacidad de recolonizar la planta cuando se inoculan y si 

pueden ser transferidas verticalmente entre una generación y otra. 
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ANEXO. 

 

Faharaeus (Fahraeus, 1957) 

Stocks (g/l)    volumen para 1L. 
 
Na2HPO4 2H2O    15 g      10 ml 
KH2PO4   10 g      10 ml 
CaCl2    10 g      10 ml 
Mg SO4 7H2O  12 g      10 ml 
Fe citrato   0.5g      10 ml  
Trazas        1 ml 
 
Stock de Trazas    
H3BO3   2.86 g 
MnSO4 4H2O 2.03 g 
ZnSO4 7H2O  220 mg 
CuSO4 5H2O  80 mg 
H2MoO4 H2O  80 mg 
Agua   cbp 1000 ml (concentración final 1000 X) 
 
Para Fahraeus sólido se ponen 1,5 g de agar en un matraz de 250 ml y 220 ml de 
Fahraeus. 
 
Para Fahraeus con Amonio 
NH4NO3  8g/l se toman 10 ml. 
 
 
LB 
Peptona de Caseína 10 g 
Extracto de levadura  5 g 
NaCl    10 g 
Agua    cbp 1000 ml 
Agar    15 g por litro 
 
 
YM 
K2HPO4   500 mg 
MgSO4 7H2O  200 mg 
NaCl    100 mg 
Manitol   10 g 
Extracto de levadura 0.4 g 
Agua    cbp 1000 ml 
Agar     15 g por litro. 
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PY 
Peptona de Caseína  5 g 
Extracto de levadura  3 g 
Agua     cbp 1000 ml 
Agar      15 g por litro. 
 
Una vez esterilizado el medio de cultivo se le adiciona 1 ml de CaCl2·H2O por cada 
100 ml de medio.  
 

CaCl2·H2O  10.47 g en 100 ml de agua. 
 
Para pH 4 
 
Para pH=5.5-6 
 
 
Phosphate Growth Médium   
Glucosa    10 g 
Ca3(PO4)2    5 g 
(NH4)2SO4    0.1 g 
MgSO4·7H2O   0.25 g 
KCl     0.2 g 
MCl2·6H2O    5 g 
Agar     15 g 
Água      c.b.p. 1 litro 
pH     7.0 
 
 
 
Solución para actividad β-glucuronidasa. 
Amortiguador de fosfatos  10 ml. 
EDTA 100 mM   10 ml. 
Tween 20    10 µl. 
SDS 10%    100 µl. 
Triton X100    70 µl. 
X-gluc     10 mg (disuelto en 300 µl DMSO) 
Agua     c.b.p. 100 ml. 
 
 
Amortiguador de fosfatos preparado en agua. 

 Pesar Volumen Concentración Solución Stock final 

NaH2PO4·H2O 1.38 g 50 ml 200 mM 39 ml 
Na2HPO4·12H2O 7-16 g 100 ml 200 mM 61 ml 

    100 ml 
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OTRAS PUBLICACIONES 
 
 
 
 
a) Rhizobial symbioses in Tropical Legumes and Non-legumes. 
 
 
 
b) Rhizobial diversity in different land use systems in the rain forest of Los 
Tuxtlas, Mexico. 
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