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Resumen. En este estudio se propuso como ob-
jetivo identificar las bacterias endofitas aisladas de
plantas de jitomate y caracterizarlas en funcion de
propiedades promotoras del crecimiento vegetal.
Se realizaron recolectas de plantas de jitomate asin-
tomaticas de la variedad Missouri. Los tejidos (raiz,
tallo y hojas) fueron esterilizados superficialmente,
se maceraron y se establecieron en agar nutritivo.
Adicionalmente, se sembraron semillas in vitro
(THB y SUN6366) y del tejido se realizoé el mismo
procedimiento. Con los aislados bacterianos obte-
nidos, se analizaron algunas actividades promotoras
de crecimiento vegetal (produccion de siderdforos,
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Abstract. In this study, the objective was to
identify the endophytic bacteria isolated from
tomato plants and characterize them based on
properties that promote plant growth. Collections
of asymptomatic tomato plants of the Missouri
variety were carried out. The tissues (root, stem
and leaves) were superficially sterilized, macerated
and seeded in nutrient agar. Additionally, seeds
were sown in vitro (THB and SUN6366) and the
same procedure was performed on the tissue.
With the obtained bacterial isolates, some plant
growth promoting
(production  of
phosphate solubilization). The bacteria obtained
were morphologically identified and sequenced.
25 isolates were obtained: 10 in vitro (50 plants)
and 15 field (20 plants). Seven axenic isolates (one
in vitro and six field isolates) were molecularly

activities were analyzed

siderophores, chitinase and

identified as Methylobacterium radiotolerans,
Shinella sp., Burkholderia cepacia, Sphingobium
herbicidovorans, Pseudomonas sp., Achromobacter

xylosoxidans  and  Rhizobium  radiobacter.
Methylobacterium isolated in vitro, without
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quitinasa y solubilizacion de fosfato). Las bacte-
rias obtenidas se identificaron morfologicamente
y secuenciaron. Se obtuvieron 25 aislados: 10 in
vitro (50 plantas) y 15 de campo (20 plantas). Siete
aislados axénicos (uno in vitro y seis de campo) se
identificaron molecularmente como Methylobacte-
rium radiotolerans, Shinella sp., Burkholderia ce-
pacia, Sphingobium herbicidovorans, Pseudomo-
nas sp., Achromobacter xylosoxidans y Rhizobium
radiobacter. Methylobacterium aislado in vitro, sin
reportes en plantas de jitomate. Aproximadamente
el 86% de los aislados mostraron al menos una ac-
tividad benéfica, relacionada con el crecimiento y
salud de las plantas. Pseudomonas, Burkholderia
y Rhizobium presentaron alta capacidad fosfato-
solubilizadora. Estos resultados permiten suponer
que las bacterias enddfitas en jitomate muestran po-
tencial para ser utilizadas como bioinoculantes en
otros cultivos de importancia agricola.

Palabras clave: Endofitos bacterianos, Methylo-
bacterium, sideroforos, Rhizobium, promotores de
crecimiento.

El jitomate (Solanum lycopersicum) se encuen-
tra entre las hortalizas de mayor produccion en el
mundo. México ocupa el décimo lugar en produc-
cion y el estado de Sinaloa se ha consolidado como
el primer productor de jitomate; representando
aproximadamente la tercera parte de la produccion
nacional, situacion que es reconocida a nivel inter-
nacional (SAGARPA, 2018). Por lo que, actual-
mente el manejo de produccion se ha centrado en
el desarrollo seguro, ecologico, duradero y eficaz;
debido a la importancia, muchos investigadores se
han enfocado a conocer mas respecto a los mi-
croorganismos que se encuentran presentes en el
torrente del floema de las plantas (Ortiz-Galeana et
al., 2018). En la agricultura moderna, las bacterias
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reports in tomato plants. Approximately 86% of
the isolates showed at least one beneficial activity,
related to plant growth and health. Pseudomonas,
Burkholderia and Rhizobium presented high
phosphate-solubilizing capacity. These results
allow us to suppose that the endophytic bacteria in
tomato show potential to be used as bioinoculants
in other crops of agricultural importance.

Key words: Bacterial endophytes,
Methylobacterium,  siderophores,  Rhizobium,
growth prometer.

The tomato (Solanum Ilycopersicum) is one of
the most widely grown vegetables in the world.
Mexico has the tenth place in production and
Sinaloa is the country’s main producing state, with
approximately one third of all Mexican tomatoes,
acknowledged internationally (SAGARPA, 2018).
Therefore, current production management has
focused on its safe, environmental, long-term and
efficient development. Due to their importance,
many researchers have focused on learning more
about the microorganisms present in the phloem
of plants (Ortiz-Galeana et al., 2018). In modern
agriculture,
great potential. Nowadays, the growth of most

growth-promoting bacteria have

vegetables requires the production of vigorous
seedlings, an important factor for an adequate
development of the fruit (Luna-Martinez et al.,
2013). Endophytism is the mutualistic association
phenomenon between a plant and a microorganism
living within its tissues without causing any disease
symptoms, as well as being a biological resource
that participates in several crucial functions related
to growth, development, tolerance and adaptation
to stress (Gundel et al., 2012). However, depending
on the availability of nutrients and the metabolic
state of the host plant, the response of the long-term
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promotoras de crecimiento vegetal tienen un gran
potencial, actualmente el cultivo de la mayoria de
las hortalizas requiere de la produccién de plantulas
vigorosas, factor importante para un buen desarro-
llo del fruto (Luna-Martinez et al., 2013). El endo-
fitismo es el fendmeno de asociacidon mutualista, de
una planta con un microorganismo que vive dentro
de los tejidos de esta sin causar ningun sintoma de
enfermedad; ademds de ser un recurso bioldgico
participando en diversas funciones indispensables
relacionadas con el crecimiento, desarrollo, tole-
rancia y adaptacion al estrés (Gundel ef al., 2012).
Sin embargo, dependiendo de la disponibilidad de
nutrientes y el estado metabolico de la planta hués-
ped la respuesta de asociacion a largo plazo de un
endofito puede ser mutualista o antagonista (Eaton
etal.,2011).

Lo anterior, ha conducido al estudio de meca-
nismos indirectos por competencia de espacio y
nutrientes (consumo de lixiviados-exudados, pro-
duccion de sideroforos, induccidon a la respuesta
sistémica en plantas mediante la produccion de fi-
tohormonas y patrones moleculares) (Chowdhury
et al.,2015). Diversos trabajos han demostrado que
las bacterias enddfitas son capaces deinteractuar de
una manera muy eficiente con sus hospederos, tales
como promocion del crecimiento y proteccion ve-
getal contra la infeccion de fitopatdogenos. Nawang-
sihet al. (2011), aislaron bacterias endofiticas uti-
lizando tallos de plantas de jitomate asintomaticas
reportando seis cepas con efecto antagonista sobre
la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum)
del jitomate; proponiendo un método de control
alternativo para apoyar la agricultura sostenible
de esta hortaliza. En la actualidad el interés en la
proteccion al medio ambiente, la implementacion
de una agricultura sustentable y las diferentes re-
gulaciones internacionales para importar/exportar
productos sin agroquimicos demandan mejorar la
eficiencia a través del estudio y explotacion de los
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association of an endophyte may be mutualistic or
antagonistic (Eaton et al., 2011).

This has led to the study of indirect
mechanisms by competition for space and nutrients
(consumption of leachates-exudates, production of
siderophores, induction to the systemic response
in plants with the production of phytohormones
and molecular patterns) (Chowdhury ef al., 2015).
Several investigations have proven that endophytic
bacteria are capable of efficient forms of interaction
with their hosts, such as growth promotion
and the protection of plants against infections
by phytopathogens. Nawangsih et al. (2011)
isolated endophytic bacteria using asymptomatic
tomato plant shoots with six strains, with an
antagonistic effect on bacterial wilting (Ralstonia
solanacearum) of the tomato, thus proposing an
alternative control method to support sustainable
agriculture of this vegetable. Currently, the interest
in environmental protection, the implementation of
sustainable agriculture, and different international
regulations for the import/export of products
without agrochemicals, demand an increase in
efficiency by the study and exploitation of the
beneficial effects that the endophytic microbiota
can provide, and therefore, microorganisms that
establish a positive interaction with plants are
considered to play an important part in agricultural
systems (Sanchez-Bautista et al., 2017). Having
stated this, the aim of this investigation was to
identify the endophytic bacteria isolated from
tomato plants and to characterize them based on the
plant growth promoting properties.

In order to carry out the study, tomato plants
of the variety Missouri were gathered during the
2017-2018 planting season in plots of the fields
of the Gabriel Leyva Solano Ejido, located in the
Municipality of Guasave in the state of Sinaloa,
Mexico (25° 39’ 50 latitude north and 108° 38’18
longitude west). Asymptomatic plants were chosen
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efectos benéficos que puede ejercer la microbiota
endofita, por lo que se considera que aquellos mi-
croorganismos que establecen una interaccion po-
sitiva con las plantas desempenan un papel impor-
tante en los sistemas agricolas (Sanchez-Bautista et
al.,2017). Por tanto, el objetivo del presente traba-
jo fue identificar las bacterias endofitas aisladas de
plantas de jitomate, y caracterizarlas en funcion de
propiedades promotoras del crecimiento vegetal.

Para la realizacion del estudio se recolectaron
plantas de jitomate de la variedad Missouri duran-
te la temporada de siembra 2017-2018 en parcelas
del campo agricola del Ejido Gabriel Leyva Solano
localizado en el Municipio de Guasave del estado
de Sinaloa, México (25° 39’ 50 latitud norte y 108°
38’ 18 longitud oeste). Las plantas asintomaticas
se eligieron al azar de la superficie sembrada y se
trasladaron al laboratorio para su analisis. Por otra
parte, basado en la hipotesis de que existe diversi-
dad de endofitos en semillas (Surette ef al., 2003)
se realiz6 el establecimiento de plantas de jitoma-
te bajo condiciones in vitro. Para ello se utilizaron
semillas de dos variedades de jitomate saladette
(THB y SUN6366) proporcionadas por una casa
comercial. Las semillas se colocaron en papel filtro
humedecido con agua estéril y fueron precultivadas
tres dias bajo condiciones de iluminacién natural
a 25 °C. Posteriormente se establecieron en medio
de sales Murashige y Skoog, sin reguladores de
crecimiento y fueron transferidas a una camara de
crecimiento bajo condiciones controladas (22 °C,
fotoperiodo de 16 h dia'y flujo fotosintético de
225 umol m? s).

En el caso de los tejidos de raiz, tallo y hojas
de plantas recolectadas en campo se lavaron con
agua destilada estéril. Para las raices se retiraron
cuidadosamente las particulas adheridas de suelo.
Posteriormente, se esterilizaron superficialmente,
sumergiendo en etanol al 70% durante 30 segun-
dos, pasado el tiempo se lavaron con solucion de
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at random from the planted surface, and sent to
the laboratory for their analysis. On the other
hand, based on the hypothesis that there is a large
diversity of endophytes in seeds (Surette et al.,
2003), tomato plants were established under in
vitro conditions. For this, seeds from two saladette
tomato varieties (THB and SUN6366) were used,
provided by a commercial company. The seeds
were placed on filter paper, dampened with sterile
distilled water, and they were precultured for
three days under natural lighting conditions at
25 °C. Later, they were placed in Murashige and
Skoog salt media, without growth regulators, and
they were transferred to a growth chamber under
controlled conditions (22 °C, photoperiod of 16 h
day'and a photosynthetic flow of 225 pmol m?s).

The plant root, shoot and leaf tissues gathered in
the field were washed with sterile distilled water. For
the roots, the adhered soil particles were carefully
removed. They were then superficially sterilized by
submersion in ethanol at 70% for 30 seconds and
later washed with a sodium hypochlorite solution
(2.5%) for 5 min, and ethanol at 70% for 30 s, to
finally be washed between five and ten times with
sterile distilled water. Next, the plant tissue (foliar,
shoot and root) was macerated individually in
20 mL of sterile water, taking 50 uL of a dilution
of 10* for each tissue, which were established in
nutrient agar in triplicated; for the plants obtained
from seeds established in vitro, the whole plant was
macerated and sown in nutrient agar to obtain and
isolate the bacteria.

The Petri dishes were incubated for eight days at
27 °C (Yang et al., 2011). Continuous purification
rounds were carried out in the nutrient agar of the
bacterial cultures, achieving strains with similar
morphological characteristics to perform the
culture morphology analysis, which was carried
out in a stereoscope of each of the isolations with
48 h growth, where the variables considered were
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hipoclorito de sodio (2.5%) durante 5 min, y etanol
al 70% durante 30 s, finalmente se lavaron de cinco
a 10 veces con agua destilada estéril. Consecutiva-
mente, el tejido vegetal (foliar, tallo y raiz) se ma-
cer6 de manera individual en 20 mL de agua estéril
tomando 50 puL de una dilucion de 10 para cada
tejido, las cuales fueron establecidas en agar nutri-
tivo por triplicado; para el caso de las plantas obte-
nidas de las semillas establecidas in vitro se macerd
la planta completa y se sembraron en agar nutritivo
para obtener y aislar las bacterias.

Las cajas Petri se incubaron durante ocho dias a
27 °C (Yang et al., 2011). Se realizaron continuas
rondas de purificacion en medio agar nutritivo de
las colonias bacterianas, obteniendo cepas con ca-
racteristicas morfologicas similares para realizar el
analisis de morfologia colonial, el cual se llevo a
cabo en un estereoscopio de cada uno de los aisla-
dos de 48 h de crecimiento; en donde las variables
consideradas fueron: tamafo, color, forma, bordes,
elevacion, superficie, aspecto, luz transmitida, con-
sistencia y luz reflejada. Posteriormente, se realiza-
ron conteos de las unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de peso fresco para cada tejido; la
técnica de tincion de Gram se realizé siguiendo el
protocolo del kit comercial (Golden Bell).

Para la identificacion molecular se parti6 del
ADN genomico de siete cepas bacterianas donde
se utilizaron los oligonucleoétidos F2C (5’-AGAG-
TTTGATCATGGCTC-3’) y C (5’-ACGGGCGG-
TGTGTAC-3") (Shi et al., 1997), para amplificar
el gen que codifica la subunidad 16S del ADNr. El
producto se purifico con el kit Wizard® SV Gel y
PCR Clean-Up System y se envid a secuenciar en
el Laboratorio Nacional de Genémica para la Bio-
diversidad (LANGEBIO) en CINVESTAV-IPN; la
homologia de las secuencias obtenidas se comparo
dentro de la base de datos del GenBank, utilizando
el programa Blast del NCBI y RDP. El analisis fi-
logenético del gen 16S del ADN, se realizé con el
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size, color, shape, edges, elevation, surface, aspect,
light emitted, consistence and light reflected. Later,
the culture-forming units (CFU) were counted per
gram of fresh weight for each tissue; the Gram stain
technique was carried out following the protocol on
the commercial kit (Golden Bell).

For molecular identification, we
began with the genomic DNA from seven
bacterial strains oligonucleotides F2C
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTC-3’) and C
(5’-ACGGGCGGTGTGTAC-3’) (Shi et al., 1997)
to amplify the gene that codifies the subunit 16S
of the rDNA. The product was purified using
the Wizard® SV Gel kit and PCR Clean-Up
System, and it was sent for resequencing to the
National Genomics Laboratory for Biodiversity
(LANGEBIO) in CINVESTAV-IPN; the homology
of the sequences obtained was compared within
the GenBank database, using the program Blast
of the NCBI and RDP. The phylogenetic analysis
of the gene 16S of the rDNA was performed using
the software MEGA 5 Beta (Tamura, ef al., 2011).
The strength of the topology of NJ was evaluated
with the bootstrap test, using 1000 replications.
The phylogenetic trees were created using the
Neighbor-Joining (NJ) method (Saitou and Nei,
1987), as well as the Tamura-Nei model. In order
to identify potential plant growth-promoting
microorganisms, the capabilities of each bacterial
isolation were compared, using the strain (B25)
Bacillus cereus as a control (Figueroa-Lopez
et al., 2016); each one of the experiments was
carried out in triplicate. For the analysis of the
production of siderophores, we used a chrome
azurol S (CAS) medium, prepared by following the
method described by Schwyn and Neilands (1987).
Chitinase production was evaluated with chitin as
the only source of carbon, following the method
by Shanmugaiah et al. (2008). The evaluation of
the solubilization of phosphate was carried out on
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software MEGA 5 Beta (Tamura et al., 2011). La
solidez de la topologia de NJ se evalué mediante
la prueba de bootstrap, usando 1000 réplicas. Los
arboles filogenéticos se construyeron con el méto-
do de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987)
y el modelo de sustitucion de Tamura-Nei. Con la
finalidad de identificar potenciales microorganis-
mos promotores de crecimiento vegetal, se com-
pararon de manera cualitativa las capacidades de
cada uno de aislados bacterianos utilizando como
control positivo la cepa (B25) Bacillus cereus (Fi-
gueroa-Lopez et al., 2016); y cada uno de los expe-
rimentos se realizd por triplicado. Para el analisis
de produccion de sideroforos se utiliz6 medio agar
de cromo azurol S (CAS), preparado de acuerdo
a la metodologia descrita por Schwyn y Neilands
(1987). La produccion de quitinasas se evaluo, con
quitina como unica fuente de carbono de acuerdo
con la metodologia de Shanmugaiah et al. (2008).
La evaluacion de capacidad de solubilizacion de
fosfato, se realizo en placas de agar-Pikosvkaya, se
incubaron a 25 °C durante una semana (Pikosvka-
ya, 1948).

A las diez semanas se obtuvieron 50 plantas de
jitomate establecidas in vitro, con un crecimiento
aproximado de 5 cm. Por otra parte, se recolectaron
en campo 20 plantas de jitomate en fase de creci-
miento vegetativo y asintomatico. Se obtuvieron un
total de 25 aislados de bacterias: 10 de in vitro y
15 de campo (9 raiz, 4 tallo y 2 tejido foliar); ob-
teniendo siete aislados axénicos (Gram negativo);
uno de in vitro y seis de campo (4 raiz y 2 tejido
foliar) (Cuadro 2); con los cuales se realizaron con-
teos de unidades formadoras de colonia por gramo
de peso fresco (log,, UFC g') (Cuadrol). Los re-
sultados coinciden con lo propuesto por Serensen
y Sessitsch, (2007); donde senalan que la rizosfera
es una fuente de adquisicion de endoéfitos para las
plantas permitiendo que las bacterias rizosféricas
penetren los tejidos internos de las plantas por grietas
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agar-Pikosvkaya plates, incubated at 25 °C for one
week (Pikosvkaya, 1948).

After ten weeks, 50 tomato plants were
established in vitro, with an approximate growth of
5 cm. On the other hand, 20 asymptomatic tomato
plants in a vegetative growth stage were gathered
on the field. A total of 25 bacterial isolations were
obtained, 10 from in vitro and 15 from the field
(9 root, 4 shoots, and 2 foliar tissue), obtaining
seven axenic isolations (Gram negative), one from
in vitro and six from the field (4 root and 2 foliar
tissue) (Table 2), which were used to count the
culture-forming units per gram of fresh weight
(log,, CFU g) (Table 1). The results coincide with
the proposal by Serensen and Sessitsch, (2007),
who point out that the rhizosphere is a source of
endophytes for plants, helping the rhizospherical
bacteria penetrate the internal tissues of plants via
cracks in the roots and lesions in tissues that take
place as a result of plant growth.

Cuadro 1. Recuento de bacterias aisladas de plantas de
jitomate recolectadas en campo de la variedad
Missouri durante la temporada de siembra
2017-2018, en parcelas del campo agricola del
Ejido Gabriel Leyva Solano localizado en el
Municipio de Guasave, Sinaloa, México.

Table 1. Count of bacteria isolated from tomato plants
gathered on the field of the variety Missouri dur-
ing planting season 2017-2018, from plots of the
field in the Gabriel Leyva Solano Ejido, located in
the Municipality of Guasave, Sinaloa, Mexico.

No. de aislados Tejido (log,, UFC gy
9 Raiz 3.5+0.1c¢¥
2 Hoja 2.2+0.3a
4 Tallo 1.5+0.2b

*Valores promedio de las tres réplicas por tejido y triplicados
de las siembras de cada suspension (n = 9) / Average values of
the three replications by tissue and in triplicate from the culti-
vations of each suspension (n = 9).

Y Letras diferentes en superindice indican diferencias estadis-
ticamente significativas (p < 0.05) / Different letters in super-
script indicate statistically significant differences (p < 0.05).
“UFC: unidades formadoras de colonias por gramo de peso
fresco, segun corresponda / UFC: culture-forming units per
gram of fresh weight, as appropriate.

312



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Cuadro 2. Caracteristicas de las bacterias relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal
aisladas en plantas de jitomate (in vitro y campo) recolectadas en parcelas del campo
agricola del Ejido Gabriel Leyva Solano, Municipio de Guasave, Sinaloa, México.

Table 2. Characteristics of bacteria related with growth promotion in plants, isolated from tomato

plants (in vitro and field) gathered from plots of the field in the Gabriel Leyva Solano Ejido,

Municipality of Guasave, Sinaloa, Mexico.

Cepa Origen Quitinasa Sider6foros Fosfatos

Control positivo .
(B25) Bacill)lus cereus Maiz * * *
Methylobacterium radiotolerans In vitro - + +

Campo

Shinella sp. Foliar + - -
Burkholderia cepacia Raiz +* + +
Sphingobium herbicidovorans Raiz + - -
Pseudomonas sp. Raiz + + +
Achromobacter xylosoxidans Foliar + + -
Rhizobium radiobacter Raiz + + +

* *Visualmente produce mas que control positivo (B25) B. cereus aislado de maiz / *Visually produces
more than positive control (B25) B. cereus maize isolation.

de las raices y heridas de tejidos que ocurren como
resultado del crecimiento de la planta.

Por otra parte, se ha reportado que existe una
mayor diversidad de filotipos en la rizosfera de
plantas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa),
que la diversidad de endofitos bacterianos (Mar-
quez-Santacruz et al., 2010). La morfologia colo-
nial de los aislados presento6 pocas diferencias entre
si a las 48 h de crecimiento, caracterizadas por te-
ner color blanco o crema, solo una mostrd pigmen-
tos de color rojo brillante, forma circular, borde
ondulado, con superficie brillosa. La comparacioén
de las secuencias obtenidas del gen 16S ADNr de
los siete aislados endoéfitos contra la base de da-
tos del NCBI, indico estrechas relaciones con las
especies bacterianas identificadas en el GenBank,
con identidades mayores al 97% representando a:
Methylobacterium radiotolerans (NR074244.1),
Shinella sp. (KF261566.1), Burkholderia cepa-
cia (AB162427.1), Sphingobium herbicidovorans
(NR113843.1), Pseudomonas sp. (KR067597.1),
Achromobacter xylosoxidans (KR136349.1) y Rhi-
zobium radiobacter (KF975413.1).
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On the other hand, there are reports of a larger
diversity of phylotypes in the rhizosphere of husk
tomato plants (Physalis ixocarpa), than the diversity
of bacterial endophytes (Marquez-Santacruz ef al.,
2010). The culture morphology of the isolations
displayed few differences amongst each other after
48 h of growth, characteristically white or cream-
colored; only one displayed bright red pigmentation,
a circular shape, ruffled edges and a shiny surface.
The comparison of the sequences obtained from the
gene 16S rDNA of the seven endophytic isolations
against the NCBI database indicated broad
relations with the bacterial species identified in the
gene bank, with identities above 97% representing
Methylobacterium radiotolerans (NR074244.1),
Shinella sp. (KF261566.1), Burkholderia cepacia
(AB162427.1), Sphingobium  herbicidovorans
(NR113843.1), Pseudomonas sp. (KR067597.1),
Achromobacter xylosoxidans (KR136349.1) and
Rhizobium radiobacter (KF975413.1).

The data generated by the database helped
tentatively identify the organisms, yet a more
thorough molecular characterization is necessary
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Los datos generados por la base de datos per-
mitieron dar a conocer de manera tentativa a los
organismos; sin embargo, es necesaria una carac-
terizacion molecular mas exhaustiva para asignar
a que especie pertenecen. La Figura 1 ilustra las
relaciones filogenéticas de los aislados presentando
siete clusters (I a VII); en donde la inclusion de se-
cuencias de referencia permitié corroborar la iden-
tidad de estas mostrando un agrupamiento con las
caracterizadas y publicadas en otros trabajos. Tur-
ner et al. (2013) proponen que la interaccidon planta-
microorganismo es diversa; sin embargo, aquellas
relacionadas con la promocion del crecimiento ve-
getal son importantes para el uso agro-biotecnolo-
gico (entre otras muchas aplicaciones).

En este trabajo, se destacan los géneros Pseu-
domonas y Burkholderia; dichos géneros han sido
ampliamente estudiados por la produccion y emi-
sion de su diversa gama de productos metabdlicos
secundarios incluyendo antibioticos y compuestos
organicos volatiles antifungicos (Hernandez-Leon
et al., 2015). Otros reportes, muestran que los gé-
neros Pseudomonas 'y Burkholderia, son miembros
dominantes en la microbiota rizosférica con habi-
lidad para la utilizacién de sustratos carbonados,
lo que apoya la teoria de que estas bacterias son
estimuladas por la presencia y composicion de dis-
tintos exudados radiculares (Marrero et al., 2015;
Kumar et al., 2016). En este estudio las cepas de
Pseudomonas y Burkholderia, se aislaron en raices
de plantas de jitomate recolectadas en campo, lo
cual es consistente en otros estudios. Madhaiyan
et al. (2007), demostraron que la bacteria Burkhol-
deria sp. reduce la acumulacion de cadmio y plo-
mo en raices y brotes en plantulas de tomate como
también del metal que esta disponible en el suelo
debido a la absorcion y bioacumulacion por parte
de la bacteria. Un paso importante es el uso de tres
formulaciones comerciales de Pseudomonas regis-
tradas en la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. U.U, para la supresion de enfermedades de las
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to define what species they belong to. Figure 1
illustrates the phylogenetic relations of the isolations
presenting seven clusters (I to VII), where the
inclusion of reference sequences helped verify
their identity by showing a group with those
characterized and published in other papers. Turner
et al. (2013) propose that plant-microorganism
interactions are diverse, although those related to
plant growth promotion are important for agro-
biotechnological use (among many other uses).

This experiment highlights the genera
Pseudomonas and Burkholderia. These have been
widely studied for the production and emission
of their diverse range of secondary metabolical
products, including antibiotics
organic antifungal compounds (Hernandez-Leon
et al., 2015). Other reports show that the genera
Pseudomonas and Burkholderia are dominant
members in the rhizoshperic microbiot with the
ability to use carbon substrates, which supports
the theory that these bacteria are stimulated by
the presence and composition of different root
exudates (Marrero et al., 2015; Kumar et al., 2016).
In this study, the Pseudomonas and Burkholderia
strains were isolated in tomato plant roots gathered
in the field, which is consistent with other studies.
Madhaiyan et al. (2007) proves that the bacteria
Burkholderia sp. reduces the accumulation of
cadmium and lead in tomato plant roots and shoots,
as well as the metal available in the soil due to the
absorption and bioaccumulation by the bacteria.
An important step is the use of three commercial
formulations of Pseudomonas registered in the
Environmental Protection Agency of the United
States for the suppression of plant diseases,
respectively. These products are applied in balers to
prevent fungal diseases during the storage of citrus
fruits, stone fruits and potatoes (Stockwell et al.,
2006).

The group of bacteria called plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) includes the

and volatile
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de siete bacterias endoéfitas (marcadas linea roja) aisladas de tejido (raiz, tallo follaje) de
jitomate colectadas en campo y bajo condiciones in vitro (Semilla). Aislamientos comparados con secuencias Gen-
Bank.

Figure 1. Phylogenetic relations between seven endophytic bacteria (red lines) isolated from tissues (root, foliage stem) from
tomato gathered on the field and under in vitro (Seed) conditions. Isolations compared with GenBank sequences.
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plantas, respectivamente. Estos productos se apli-
can en empacadoras para prevenir enfermedades
fungicas durante el almacenamiento de citricos,
frutas de hueso y papa (Stockwell et al., 20006).

El grupo de bacterias llamadas rizobacterias
promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) in-
cluye el género Rhizobium. Las investigaciones se
han orientado su estudio como promotor del creci-
miento de plantas leguminosas y no leguminosas
(Pifiertia et al., 2013). Por otra parte, estudios rea-
lizados por Santillana ef al. (2005), reportaron que
cepas de Rhizobium, estimulan la germinacion de
semillas de jitomate y promueven su crecimiento.
En la actualidad, la agricultura sustentable plantea
mejorar la eficiencia de la fijacion del nitrogeno
mediante el uso de plantas leguminosas y rizo-
bios competitivos, capaces de ser usados en bio-
rremediacion y fitorremediacion y de esta manera
extender las ventajas de la simbiosis a otros culti-
vos (Piferta et al., 2013). En este estudio la cepa
de Methylobacterium fue aislada de tejido vegetal
de plantulas de jitomate establecidas bajo condi-
ciones in vitro sin reguladores de crecimiento, no
hay reportes de dicho género bajo condiciones in
vitro en plantas de jitomate. Diversos estudios han
reportado que presentan la capacidad de producir
fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal,
favoreciendo la fijacion de nitrogeno y protegiendo
a la planta contra patogenos (Pérez-Montafio et al.,
2014). Otro grupo de bacterias importantes aisladas
del tejido de plantas de jitomate lo conforman S.
herbicidovorans y A. xylosoxidans.

Actualmente, existen pocos trabajos reportados
en relacion a S. herbicidovorans, el cual es amplia-
mente utilizado contra las malas hierbas de hoja
ancha en la agricultura, pastos, césped e industrias
(Miiller et al., 2004). Estudios enfocados a la eva-
luacion de la actividad antifingica de 4. xylosoxi-
dans contra aislados de F. oxysporum y F. solani,
reportaron efectos positivos reduciendo hasta en
un 80% el crecimiento del micelio del patdogeno en
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genus Rhizobium. Investigations have pointed its
study as the growth promoter in legume and non-
legume pants (Piferua et al., 2013). On the other
hand, studies by Santillana et al. (2005) reported
that strains of Rhizobium stimulate the germination
of tomato seeds and promote their growth.
Nowadays, agriculture
improving the efficiency of nitrogen fixation using

sustainable suggests
legume plants and competitive rhizobia, which can
be used in bioremediation and phytoremediation,
thus extending the advantages of symbiosis to other
crops (Pifierua et al., 2013). In this study, the strain
of Methylobacterium was isolated from the plant
tissue of tomato seedlings established under in vitro
conditions without growth regulators; there are
no reports of this genus under in vitro conditions
in tomato plants. Diverse studies have reported
that they are able to produce phytohormones
that stimulate plant growth, favoring nitrogen
fixation and protecting the plant against pathogens
(Pérez-Montafio et al., 2014). Another group of
important bacteria isolated from the plant tissue of
tomato is composed of S. herbicidovorans and A.
xylosoxidans.

There are currently few investigations reported
in regard to S. herbicidovorans, which is widely
used against broad-leaf weeds in agriculture,
grasses, lawn and industries (Miiller et al., 2004).
Studies focusing on the evaluation of the antifungal
activity of A. xylosoxidans against isolations of F.
oxysporum and F. solani reported positive effects,
reducing the mycelial growth of the pathogens
by up to 80% in comparison with the control,
suggesting a potential use as a biocontrol agent
(Dhaouadi et al, 2018). The inoculation of A.
xylosoxidans F3B in Arabidopsis thaliana has been
reported to stimulate a significant increase in root
length and fresh weight, considering said bacteria
as endophytic (Ying-Ning ef al., 2009).

In the evaluation of activities related with
the promotion of plant growth, the strains
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comparacion con el control, sugiriendo un uso po-
tencial como agente de biocontrol (Dhaouadi et al.,
2018). Se ha reportado la inoculacion de A. xylos-
oxidans F3B en Arabidopsis thaliana estimulando
un aumento significativo en la longitud de la raiz y
peso fresco, considerando dicha bacteria como en-
défita (Ying-Ning et al., 2009).

En la evaluacion de actividades relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal se ob-
servo que las cepas Pseudomonas, Burkholderia y
Rhizobium presentaron alta capacidad fosfatosolu-
bilizadora, frente al control (B25) Bacillus cereus
(Cuadro 2). En la produccion de sideroforos el
aislado con mayor produccion ante el control fue
Pseudomonas sp. (Cuadro 2). Esta caracteristica
asocia a las rizobacterias, con el aumento del hierro
disponible en el suelo permitiendo su absorcion por
la planta para constituir un mecanismo de promo-
cion de crecimiento (Gouda ef al., 2018). Aunque
no es frecuente encontrar evaluaciones cuantitati-
vas de la sintesis de sideréforos por el género de
Pseudomonas, se ha reportado la produccion de va-
rios siderdforos, con una gran afinidad por el Mo,
V, Cu y Zn (Harrington et al., 2012). Por otra par-
te, las bacterias endofitas pueden ser usadas como
agentes de biocontrol mediante la produccion de
enzimas como hidrolasas y quitinasas consideradas
como enzimas de defensa de las plantas contra la
infeccion de patogenos (Perez ef al., 2013). En este
trabajo la cepa con mayor actividad quitinasa fue
Burkholderia cepacia (Cuadro 2).

Las especies bacterianas endoéfitas asociadas al
cultivo de jitomate fueron: Methylobacterium ra-
diotolerans (in vitro), Shinella sp. y Achromobacter
xylosoxidans (tejido foliar), Burkholderia cepacia,
Pseudomonas sp., Sphingobium herbicidovorans y
Rhizobium radiobacter (raiz). En general, bajo las
condiciones evaluadas en la presente investigacion
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Pseudomonas, Burkholderia and Rhizobium were
observed to display a high phosphate solubilizing
ability, in comparison with the control (B25)
Bacillus cereus (Table 2). In the production of
siderophores, the isolation with the greatest
production in comparison with the control was
Pseudomonas sp. (Table 2). This characteristic
relates rhizobacteria with the increase in iron
available in the soil, allowing its absorption by the
plant to constitute a growth-promoting mechanism
(Gouda et al., 2018). Although finding quantitative
evaluations of the synthesis of siderophores
by the genus Pseudomonas is infrequent, there
have been reports of the production of several
siderophores with a strong affinity for Mo, V,
Cu and Zn (Harrington et al., 2012). On the
other hand, endophytic bacteria can be used as
biocontrol agents with the production of enzymes
such as hydrolases and chitinases, considered as
plant defense enzymes against the infection from
pathogens (Perez et al., 2013). In this investigation,
the strain with the highest chitinase activity was
Burkholderia cepacia (Table 2).

The endophytic bacterial species associated with
tomato crop were Methylobacterium radiotolerans
Shinella sp.
xylosoxidans (foliar tissue), Burkholderia cepacia,

(in  vitro), and Achromobacter
Pseudomonas sp., Sphingobium herbicidovorans
and Rhizobium radiobacter (root). Ingeneral terms,
under the conditions evaluated in this investigation,
approximately 86% of the isolated strains were
observed to have the ability to produce plant-growth
promoting substances, and according to this, these
results show the possible beneficial effect of the
bacterial endophytes in tomato plants. This lays the
foundations for future field studies to determine the
effect of these strains on the production and quality
of tomato fruits.
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se observo que aproximadamente el 86% de las ce-
pas aisladas tienen capacidad de producir sustan-
cias promotoras de desarrollo vegetal, de acuerdo
con lo anterior estos resultados muestran el posible
papel benéfico de los endofitos bacterianos en plan-
tas de jitomate. Lo que sienta las bases para futuros
estudios de campo para determinar el efecto de estas
cepas sobre la produccion y calidad de frutos de to-
mate.
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