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Resumen

México es un pais rico en ecosistemas forestales, en ellos habitan una gran
variedad de especies vegetales, dentro de estos se encuentra Pinus chiapensis.
arbol que se ubica en centro América siendo nativo de Guatemala y México. En
México, se encuentra en los estados de Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Puebla y
Veracruz en forma de pequefios rodales esparcidos, pero muy pocos de ellos en

buenas condiciones.

La madera y derivados de este pino han sido explotados, disminuyendo
drasticamente su poblacion. Como consecuencia, P. chiapensis se ha catalogado
en México y a nivel internacional como una especie amenazada y con proteccion
especial, lo que justifica que se realice investigacion basica y aplicada que

contribuya a generar conocimiento para su reproduccion y conservacion.

En este trabajo se aislaron cepas bacterianas nativas de P. chiapensis de los
rodales ubicados en las localidades de Hueyapan y San Diego en el estado de
Puebla. Estos rodales fueron catalogados como no alterados. En dichos lugares se
aislaron bacterias que fueron capaces de promover la germinaciéon de las semillas

de este pino.

Los resultados obtenidos muestran que aislados bacterianos pertenecientes a los
géneros Dyella, Paraburkholderia, Bacillus, Staphylococcus, Cupriavidus,
Escherichia, Luteimonas y Enterobacter disminuyeron significativamente el tiempo
de germinacion relacionado con el control no inoculado, aumentando ademas el

tamafio y numero de semillas germinadas.

A los aislados bacterianos promotores de la germinacion se les identificaron
propiedades PGPR, como produccién de indoles, giberelinas y solubilizacion de
fosfatos, ademas de tener la capacidad de hidrolizar almidon.



A su vez se aislaron e identificaron microorganismos endéfitos de semillas de P.
chiapensis relacionados con la pérdida de viabilidad de las semillas, encontrando
bacterias pertenecientes al género Bacillus y hongos pertenecientes a los géneros
Penicillium, Trichoderma, Diaphorte y Cladosporium. Se realiz6 un ensayo de
antagonismo entre los aislados promotores de la germinacion y los aislados
bacterianos de las semillas contra los aislados fungicos relacionados con la perdida
de la viabilidad de las semillas, observando que las cepas bacterianas
pertenecientes al género Bacillus, pueden inhibir el crecimiento de los hongos

presentes en las semillas de P. chiapensis.
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las cepas promotoras de la

germinacion tienen el potencial para ser utilizadas como inoculantes, para mejorar

la tasa de germinacién y aumentar la poblacion de P. chiapensis.
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Abstract

Mexico is a country rich in forest ecosystems, where a great variety of plant species
inhabit, inside these is Pinus chiapensis, located in Central America, being native to
Guatemala and Mexico. In Mexico, it is found in Oaxaca, Chiapas, Guerrero,
Puebla, and Veracruz in small scattered stands, regrettably very few of them in

good conditions.

The wood and derivatives of this pine have been exploited, drastically reducing the
plant populations. Consequently, P. chiapensis has been classified as a threatened

species with outstanding protection in Mexico and other countries.

In this work, native bacterial strains of P. chiapensis were isolated from stands
placed in Hueyapan and San Diego villages, all located in Puebla. Those stands
were classified as not altered. Bacteria that were able to promote the germination of
the seeds of this pine were isolated. Interestingly bacteria showing that

characteristics could be isolated only from not altered stands.

The results showed that bacterial isolates belonging to the genera Dyella,
Paraburkholderia, Bacillus, Staphylococcus, Cupriavidus, Escherichia, Luteimonas,
Enterobacter significantly decreased the germination time related to the non-

inoculated control, also increasing the size and number of germinated seeds.
Germination-promoting bacterial isolates possessed PGPR properties, such as the
indoles and gibberellins production and phosphates solubilization, besides the ability

to hydrolyze starch.

In turn, endophytic microorganisms from P. chiapensis seeds related to the loss of

seed viability were isolated and identified. They belonged to the bacterial genus

11



Bacillus and the fungal genera Penicillium, Trichoderma, Diaphorte, and
Cladosporium. An antagonism test was carried out with the germination promoting
isolates and the seeds' bacterial isolates against the fungal isolates related to the
loss of seed viability of the seeds. The Bacillus strains inhibited the fungal growth

that was present in the seeds of P. chiapensis.
The results obtained in this study suggest that germination-promoting strains can be

used as inoculants to improve the germination rate and increase the P. chiapensis

populations.
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1. Introduccion.

Los bosques son un ecosistema donde la vegetacion predominante la constituyen
los arboles. Estas comunidades de plantas cubren grandes areas del planeta y
pueden tener diferentes funciones como son habitats para los animales,
moduladores de flujos hidrologicos y conservadores del suelo, constituyendo uno
de los aspectos mas importantes de la biosfera de la Tierra (Broeker W.S., 2006).
Los bosques a veces contienen muchas especies de éarboles dentro de una
pequefia area (como la selva lluviosa tropical y el bosque templado caducifolio), o
relativamente pocas especies en areas grandes (por ejemplo, la taiga y bosques
aridos montafosos de coniferas). Estos ecosistemas se encuentran habitados por
una gran diversidad tanto animal como vegetal (Pregitzer K. S. & Uskirchen E. S.,
2004).

Se calcula que en el mundo existen 4000 millones de hectareas (ha) de bosques, lo
que corresponde al 31 por ciento de la superficie total del suelo del planeta (FAO,
2012). México cuenta con aproximadamente 64 millones de ha de bosques de clima
templado y selvas que abarcan el 32% del territorio nacional. Adicionalmente el
pais cuenta con 56 millones de ha de matorrales y cerca de 2 millones de ha de
vegetacion hidréfila (FRA, 2010).

La degradacion de los bosques es un proceso paulatino que en muchos de los
casos concluye en deforestacion, que es la conversién de bosques a otro uso del
suelo, la tierra o la reduccion a largo plazo de la cubierta forestal por debajo del
10% (FRA, 2015). El aumento progresivo de la poblacion y la actividad economica
han tenido como consecuencia la deforestacion. Se estima que a lo largo de 5000
afos la desaparicion total de terreno forestal en todo el mundo ha ascendido a 1800
millones de ha, lo cual supone un promedio neto de pérdida de 360,000 ha al afio
(Williams M., 2002). Cerca de 13 millones de ha de bosque se transformaron para
otros usos —especialmente agricolas— 0 se perdieron por causas naturales cada

afio en la década 2000-2010. El crecimiento demogréfico y el auge de la demanda
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de productos basicos e indispensables han provocado un acelerado ritmo de
desmonte, llegando en los dltimos 10 afios al promedio anual neto de desaparicion
de bosques de 5.2 millones de hectareas (FAO, 2012). Las pérdidas de bosques
afectan significativamente a todo lo que comprende el ecosistema forestal, que va
desde la pérdida de diversidad bioldgica (flora, fauna y microbiota), pérdida de
productos maderables y no maderables, disminucion de la produccion de oxigeno,
de la fijacion de carbono, hasta la alteracién del ciclo del agua, entre otros. Estos
eventos conllevan a graves consecuencias como inundaciones, deslaves, altos
niveles de gases de efecto invernadero, disminucion en la disponibilidad de agua,
enfermedades respiratorias, erosion del suelo, altas temperaturas en el planeta y
consecuentemente incremento en la produccién de incendios, todo en un ciclo que
lleva a cambios climaticos cada vez mas graves. Asimismo, la conservacion de los
bosques mantiene la estabilidad del ambiente al regular la temperatura y la
humedad de los suelos y contribuir a la supervivencia de las especies, ademas de
incrementar la calidad de vida de las poblaciones humanas, ya que éstos son
fuente de madera y de productos no maderables (Sanchez L. et al, 2018).

En México existe una gran gama de ecosistemas forestales que incluyen selvas
bajas en el tropico seco, diversas selvas altas en las zonas tropicales mas
hamedas, bosques templados, bosques de clima frio, vegetacion hidréfila e
inducida, asi como de matorrales y pastizales, todos los cuales dan cabida a una

enorme variedad de ambientes y grupos biolégicos (CONABIO, 2010).

Dentro de la gran variedad de bosques que existen en México, se encuentra el
bosque mesodfilo de montafia, el cual se encuentra cubierto de manera frecuente o
persistente con nubes a nivel de vegetacién, por lo que también se le conoce como
bosque de niebla. Este es un area que se considera dentro de los ecosistemas mas
amenazados en México (CONABIO, 2010).

En este tipo de bosque se encuentran una muy variada composicién de especies
de arbustos y arboles, incluyendo los encinos (Quercus), hayas (Fagus) y pinos
(Pinus) (Pereira R.M et al, 2006; Lau E. et al, 2007; Holmes A.J. et al, 1999).
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1.1 Pinos en México

Los pinos se encuentran entre los organismos genéticamente mas diversos. Su
sistema genético favorece la creacion y recombinacion de la variacion genética, lo
que les ha permitido evolucionar en concierto con los cambios ambientales, tanto
espaciales como temporales, a los que han estado sometidos desde que iniciaron
su divergencia de su forma ancestral, hace poco mas de 200 millones de afios
(Ledig F.T., 1998). Sin embargo, Ultimamente esta diversidad se ha visto
seriamente amenazada, debido entre otros factores, a la alta tasa de deforestacion
gue se ha ido produciendo. Se estima que anualmente se deforestan alrededor de
212 mil ha por diversas causas. Entre ellas por: desmonte, incendios forestales,
cambios del uso de suelo, plagas, enfermedades y tala ilegal. Todo ello ha
conducido a que México —considerado como Centro Secundario de especiacion de
los pinos— ocupe el cuarto lugar en tasa anual de deforestacion (Ledig F. T., 1998;
Sanchez-Gonzalez A., 2008; Global Forest Watch 2019). Este aspecto cobra una
connotacion especial si se tiene en cuenta que gran parte de este rico patrimonio,
constituido en muchos casos por poblaciones genéticamente Unicas, se encuentra

en serio peligro de extincion.

En el mundo se estima que existen entre 90 y 120 especies de pinos, de los cuales
50-70 existen en México cubriendo el 34% de la superficie arbolada del pais. De
ellas, 35 especies son endémicas y desgraciadamente quince de éstas han tenido
gue llegar a algun grado de proteccion (Romeu E., 1995; NOM-059-SEMARNAT,
2010). De las especies presentes en México tanto endémicas como no endémicas

se estima que 22 especies poseen algun grado de proteccion (Tabla 1).
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Tabla 1.

Listado de pinos localizados

en México y su categoria de riesgo.

GENERO ESPECIE SUBESPECIE | DISTRIBUCION | CATEGORIA | ~TO P2
Pinus arizonica cooperi Endémica - -
Pinus arizonica arizonica No endémica - -
Pinus arizonica stormiae No endémica - -
Pinus attenuata - No endémica P 2001
Pinus ayacahuite ayacahuite No endémica - -
Pinus ayacahuite veitchii No endémica - -
Pinus caribaea hondurensis No endémica P 2001
Pinus cembroides cembroides No endémica - -
Pinus cembroides lagunae Endémica A 2001
Pinus cembroides orizabensis No endémica - -
Pinus contorta murrayana No endémica Pr 2001
Pinus coulteri - No endémica P 2001
Pinus culminicola - Endémica P 2001
Pinus devoniana - No endémica - -
Pinus douglasiana - Endémica - -
Pinus durangensis - Endémica A 2013
Pinus edulis - No endémica Pr 2001
Pinus engelmannii - Endémica - -
Pinus flexilis reflexa Endémica Pr 2001
Pinus hartwegii - No endémica - -
Pinus herrerae - Endémica - -
Pinus greggii australis Endémica - -
Pinus greggii gregii Endémica - -
Pinus jaliscana - Endémica Pr 2001
Pinus jeffreyi - No endémica Pr 2001
Pinus johannis - Endémica Pr 2001
Pinus lagunae - Endémica Pr 2001
Pinus lambertiana - Endémica - -
Pinus lawsonii - Endémica - -

Lista basada en la NORMA Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, NORMA Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 y la lista roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).

Categoria: Amenazada (A), Sujetas a proteccion especial (Pr), Peligro de extincién (P)

16




Continuacion tabla 1.

Listado de pinos localizados en México y su
categoria de riesgo

GENERO ESPECIE SUBESPECIE | DISTRIBUCION | CATEGORIA | ATO PEL
Pinus leiophylla leiophylla Endémica - -
Pinus leiophylla chihuahuana No endémica - -
Pinus lumholtzii - Endémica - -
Pinus martinezii - Endémica Pr 2001
Pinus maximartinezii - Endémica P 2001
Pinus maximinoi - No endémica - -
Pinus monophylla - No endémica Pr 2001
Pinus montezumae montezumae No endémica - -
Pinus muricata muricata Endémica A 2001
Pinus muricata - No endémica P 2001
Pinus nelsonii - Endémica Pr 2001
Pinus oocarpa oocarpa No endémica - -
Pinus oocarpa trifoliata Endémica - -
Pinus patula patula Endémica - -
Pinus patula longepedunculata Endémica - -
Pinus pinceana - Endémica Pr 2001
Pinus ponderosa scopulorum No endémica - -
Pinus praetermissa - Endémica - -
Pinus pringlei - Endémica - -
Pinus pseudostrobus pseudostrobus No endémica - -
Pinus pseudostrobus apulcensis Endémica - -
Pinus quadrifolia - No endémica Pr 2001
Pinus radiata binata Endémica A 2005
Pinus remota - Endémica Pr 2010
Pinus rzedowskii - Endémica Pr 2001
Pinus strobiformis - No endémica Pr 2010
Pinus strobus chiapensis No endémica Pr 2010
Pinus tecunumanii - Endémica - -
Pinus teocote - Endémica - -
Pinus reflexa - No endémica Pr 2001

Lista basada en la NORMA Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, NORMA Oficial Mexicana NOM-059-

SEMARNAT-2010 y la lista roja de la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN).
Categoria: Amenazada (A), Sujetas a proteccion especial (Pr), Peligro de extincion (P)
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Uno de los pinos amenazados es Pinus chiapensis. Este pino se encuentra en los
estados de Puebla, Oaxaca, Veracruz, Chiapas y Guerrero en forma de pequefios
rodales esparcidos, pero muy pocos de ellos en buenas condiciones (Perry J. P.,
1991). Las perturbaciones que se observan son en su mayoria antropicas. La
madera y derivados de este pino han sido explotados por la poblacion local,
disminuyendo drasticamente su poblacién. Como consecuencia, P. chiapensis se
ha catalogado en México y a nivel internacional como una especie amenazada y
con proteccién especial (Thomas P. & Farjon A., 2013; NOM-059-SEMARNAT,
2010; Zamora S. Cy Velasco F, 1977; Wright J.A. et al, 1996).

1.2 Pinus chiapensis

Pinus chiapensis, una especie de pino con escama suave (haploxylon),
taxondmicamente ubicado hasta 1964 como Pinus strobus var. chiapensis Martinez
(Martinez M., 1940), es un arbol nativo de Guatemala y México. En México, se
encuentra en los estados de Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Puebla y Veracruz, en
cuanto a Guatemala se puede localizar en los departamentos de El Quiché y
Huehuetenango (Perry J. P., 1991; Rodriguez M. et al, 2005). Se encuentra en las
laderas bajas de las montafias y cafiones aislados, a una altitud media de 1,200 y
los 1,800 msnm, aunque se ha ubicado en altitudes que van desde los 600 hasta
los 2,200 msnm (Rzedowski J. & Vela L., 1966; Eguiluz T., 1982), los suelos suelen
ser acidos (pH 4.5 — 5.5), bien drenados y de una profundidad mayor a 1 m
(Donahue J. K. et al, 1991).

Se distribuye tanto en climas tropicales y subtropicales y condiciones geoldgicas y
edafolégicas muy diversas (Del Castillo R.F. & Acosta F., 2002). Son arboles que
poseen un tronco recto, de 25 a 30 metros de altura o mas, con un diametro de 1
metro aproximadamente, corteza muy fisurada y ramas extendidas. Las hojas estan
dispuestas en fasciculos de cinco, aglomerados en los extremos de las ramillas,

formando penachos. Miden de 8 a 12 centimetros de longitud y son de color verde
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claro, ligeramente amarillento. Las vainas son escamosas, rapidamente caedizas,
de 13 a 15 milimetros de longitud (Figura 1) (Martinez M., 1940; Andresen J.W.,
1964). Una cualidad es su rapido crecimiento, que alcanza un maximo de hasta 3
centimetros anuales en diametro (Donahue J.K. et al, 1991).

P. chiapensis es una especie reconocida por los pobladores de las &reas donde se
encuentra y su madera se utiliza localmente para la fabricacion de muebles y
herramientas para construccion. Desde el punto de vista comercial, se le considera
como una especie prometedora para plantaciones en regiones tropicales y
subtropicales, cuya madera es considerada dentro de las maderas finas de
mediana calidad, apreciada por su ligereza, de color claro, uniforme y su suavidad,
gue la hace de facil manejo para la construccién de muebles y con finalidades

decorativas.

Figura 1. Caracteristicas fisicas de P. chiapensis. Tomada de Pinus chiapensis, un
orgullo forestal de Chiapas, México, para el mundo por Joaquin Becerra Zavaleta.
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La utilizacion del pino no solo es por su madera, también extractos de su resina se
han utilizado en las regiones endémicas como un remedio contra los dolores

reumaticos y afecciones respiratorias (CONAFOR, 2012).

Su elevada explotacién, el desplazamiento sufrido por otros arboles y poca
habilidad de la especie para multiplicarse ha orillado a que su explotacion se haya
limitado a las comunidades autoctonas de las regiones endémicas, en este sentido
12 grupos étnicos (Canjobals, Chatinos, Chinantecs, Cuicatecs, Mazatecs, Mixes,
Mixtecs, Triquis, Tzeltales, Tzotziles, Zapotecs y Zoques) reconocen el arbol y lo
utilizan. Algunas organizaciones internacionales han visto el potencial econémico

del pino y han realizado plantaciones (Del Castillo R.F. y Acosta S., 2002).

Central America and Mexico Coniferous Resources Cooperative (CAMCORE), inicié
una colecta de semillas de este pino, con el propdsito de conservar la especie y
establecer plantaciones pilotos en diferentes paises de América Latina y Africa
(Dvorak W.S. & Brouard J., 1987; Dvorak W.S. et al, 1996).

P. chiapensis se encuentra en programas de cruzamiento en Africa del sur,
Australia y Brasil (Dvorak W.S. & Brouard J., 1987; Dvorak W.S. et al, 1996, Malan
F.S., 2001). En dichos programas se observdé que la viabilidad de la semilla
disminuia conforme aumentaba el tiempo de almacenaje y las semillas no fueron
capaces de retener su viabilidad al ser almacenadas por periodos prolongados
(Wright J. A. et al, 1996).

Debido a la gran explotacion y a la baja reproduccion y establecimiento de P.
chiapensis, actualmente solo se encuentran en pequeiios manchones de bosque,
muy pocos de ellos con establecimiento silvestre, buena reproduccion y

establecimiento, siendo estos considerados como rodales no alterados.

Se han realizados varios esfuerzos para poder reforestar areas donde antes existia
dicho pino, miles de arboles son plantados anualmente, sin embargo, los resultados

no han sido los que se esperaban. Aln no se ha solucionado el estado de peligro
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de desaparicion del pino y se han sufrido grandes pérdidas econdmicas (Wright J.
A. et al, 1996; FAQO, 2010).

La incapacidad de reforestar o aumentar la poblacién de P. chiapensis en los
rodales afectados pone cada vez mas en riesgo a esta especie, aunado a esto la
baja en su poblacion puede afectar su linaje. En estudios previos se han analizado
rodales de P. chiapensis con diferente poblacion. Utilizando analisis de isoenzimas
y RAPD se ha observado que la diversidad genética varia dependiendo del tamafio
poblacional. Asi, se han reportado rodales con una variacion genética aceptable en
poblaciones con alto niumero de individuos, mientras que en rodales con poblacion
bajas de este pino la variacion genética se ve disminuida (Newton A. C. et al, 2002;
Del Castillo R.F. et al, 2010)
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2. Antecedentes.

Los pinares son un recurso forestal de primera importancia en México, tanto por la
variedad de especies como por su explotacion. A la fecha, son pocos los bosques
que gozan de salud y cada vez mas se restringen a manchones dispersos. De
acuerdo con la Gerencia de Inventario Forestal y Geomatica de México, a nivel
mundial, México se posiciona en el 12° lugar en cuanto a existencia de superficie
de bosques y selvas, sin embargo, esta posicionado en el lugar nimero 51 respecto
a su tasa de cambio. En el periodo 2010-2015 la FAO reporté que el 14% de la
degradacion de suelos en el mundo ocurre en América latina y el Caribe y se
estimo6 una tasa de cambio forestal de 2.2 millones de ha por afio (Velasquez A. et
al, 2002; FAO, 2012; Noticias FAO, 2018).

Esta pérdida de ecosistemas naturales es un problema mundial. EI cambio neto en
area cubierta por bosque en el periodo 2000-2010 se estimé en 5.2 millones de ha
por afio en el planeta (FAO, 2012). En México en el periodo 2000-2005 hubo una
pérdida anual de 235,000 hectareas de bosques y selvas, mientras que para el
periodo 2005-2010 fue del orden de las 155,000 hectareas anuales (FAO 2012).

Se han realizado estudios nacionales e internacionales con respecto al deterioro y
deforestacion de bosques, mostrando a éstos como un problema multifactorial, de
dificil solucién. En México los gobiernos federales y estatales han implementado
diferentes programas para la recuperacion de dichos bosques, con resultados
variables. Sin embargo, la solucion a este problema aun se vislumbra lejana. Una
de las razones es quizas la manera como se plantean y abordan las posibles
soluciones, ya que la mayoria de las veces s6lo se toma en cuenta la macrobiologia

de los sistemas forestales, dejando a un lado el aspecto microbiolégico.

Actualmente no existen estudios microbiolégicos publicados sobre P. chiapensis,

sin embargo, varios estudios han mostrado como diferentes microorganismos
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influyen directa y decisivamente en el establecimiento de plantas incluyendo otros

pinos.

El suelo contiene las comunidades mas ricas en especies del planeta (Zwolinski
M.D., 2007) y esta formado por al menos cinco componentes: materia mineral,
agua, aire, materia organica y organismos vivos. La cantidad de estos
constituyentes es variable dependiendo de la localidad y el tiempo. Los organismos
vivos son los que mayormente influyen en su composicion y dentro de éstos, las
plantas y los microrganismos son primordiales. La comunidad microbiana es
también responsable del reciclamiento y movimiento de nutrientes (C, N, P), posee
un impacto sobre la fertilizacion de suelos y almacén de carbono (Chaparro J. M. et
al, 2012; Lakshmanan V. et al, 2014) y consecuentemente los microorganismos en
las raices producen un suelo saludable, productivo y sustentable (Wagg C. et al,
2014). Clemmensen y colaboradores (2013), determinaron que del 50 al 70 % del
carbono almacenado bajo tierra es derivado de las raices de las plantas y de los

microorganismos asociados a las raices.

Estas comunidades microbianas que se encuentran en el suelo son capaces de
influir en numerosos procesos fisioldgicos y en las caracteristicas de las plantas,
incluyendo germinacién de la semilla, vigor de la plantula, crecimiento y nutricion de
éstas y hasta en el desarrollo de enfermedades (Brimecombe M.J. et al, 2000; Bais
H. et al, 2006; Hohmann P. et al., 2011).

2.1 Bacterias presentes en rizosfera

La rizosfera es un lugar donde ocurren actividades microbiolégicas altas y
sostenidas, sobre todo influenciada por los exudados de las plantas (Bias H. et al,
2006). Ellas proporcionan nutrientes aumentando la actividad microbiana, lo cual
puede estimular o inhibir el crecimiento de otros microrganismos o plantas
(Brimecombe M.J. et al, 2000; Bais H. et al, 2006; Hohmann P. et al., 2011). Por
ejemplo: los exudados del Pinus radiata, influyen de manera positiva en la mayoria
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de los microrganismos de suelo, pero también de manera negativa en un nimero
reducido de microrganismos (Shengjing S. et al, 2011). Por otro lado, la presencia
de bacterias endéfitas provee también ciertas ventajas a su hospedero como son el
incremento en la adquisicién de nutrientes, la promocion de crecimiento a través de
mecanismos como la produccion de factores de crecimiento, tolerancia a diversos
estreses, la resistencia a patdgenos o enfermedades, ademas de la capacidad de
degradar ciertos contaminantes xenobiéticos (Cook R. J. et al, 1995; Ryan R. P. et
al, 2008; Doty S. L. et al, 2009). La inoculacién de una cepa de Burkholderia
vietnamiensis aislada del alamo (Populus trichocarpa) en el pasto “Bluegrass” (Poa
abbreviata) produjo un aumento en su contenido de nitrégeno y en su biomasa (Xin
G. et al, 2009). De manera similar, Paenibacillus polymyxa P32b-2R de Pinus
contortia presento la capacidad de fijar nitrdgeno en esta especie y en el cedro rojo
(Cedrela odorata) (Anand R. et al, 2013). En pinos del mediterraneo se encontrd
Enterobacter cloacae productor de &cido indol-3-acético (IAA) como enddfito
obligado. También se ha observado que Bacillus fungorum DBT1 provoca la
tolerancia de los arboles a hidrocarburos arométicos policiclicos (PAH’s) (Andreolli
M. et al, 2013).

Carrell y Frank (2014) encontraron que algunas especies de pinos en ambientes
limitados de nutrientes tienen especificas comunidades endofitas, siendo

dominantes especies diazotréficas de Gluconacetobacter.

También se ha reportado que ciertas bacterias que habitan la rizosfera son capaces
de mineralizar el fitato in vitro (Jorquera M. et al, 2008; Maougal R.T. et al, 2014).
Irshad y colaboradores (2012) demostraron que la presencia de Bacillus subtilis
inoculada a través de un nematodo del género Rhabdits sp., incrementa la cantidad

de fosforo en Pinus pinaster.

Son abundantes los reportes de las cualidades de las bacterias de suelo para
mejorar el crecimiento de plantas (Bashan Y. H. et al, 1996). Azospirillum,
Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus etc., son algunos ejemplos de géneros

bacterianos con esas cualidades.
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La reduccion de la produccién agricola por rotaciones sucesivas de cultivos no se
ha esclarecido totalmente, algunos autores indican que el suelo pierde su salud por
el cambio de su estructura. Por ejemplo: la pérdida de galerias de insectos y
égusanos, la perdida de bioporos, la produccion de fitotoxicos durante la
descomposicion de residuos de raices viejas, produccion de &cido cianhidrico y
benzaldehido por hidrélisis de glucosidos cianogénicos como prunasina y
amigdalina de los vestigios de raices, produccion de taninos y a la accion de
nematodos y hongos (Gur A. & Cohen Y., 1989; Tagliavini M. & Marangoni B.,
1992). Sin embargo, existen estudios que demuestran la participacion de bacterias
en la reduccién de la fertilidad del suelo. En ese sentido Benizri y colaboradores
(2005), encontraron cambios significativos en grupos microbianos en la rizosfera de
durazno provenientes de suelos sanos y suelos no fértiles, por metodologias de
“‘Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA) y evaluacion de bacterias cultivables
metabdlicamente activas. El 60% de las cepas aisladas en suelos sanos eran
Pseudomonas sp. y el 58% de cepas aisladas en suelos infértiles fueron Bacillus
sp. Estos Ultimos capaces de producir compuestos derivados de cianuro de
hidrogeno (HCN), inhibidores de la respiracion celular, que afectan a los
microorganismos aerobios estrictos, indicando como el uso de monocultivos puede
cambiar sustancialmente la composicion de microrganismos rizosféricos, con los

efectos adversos que lo acompafian.

Se sabe también que las reacciones de meteorizacion fisicoquimicas que existen
en el suelo son importantes para otorgar ciertos nutrientes a las plantas.
Actualmente existe evidencia que apunta que existen cepas bacterianas en el suelo
gue son capaces de aumentar la desintegracion y descomposicion de los
materiales formadores de los suelos, conocida como meteorizacion y ademas
mejorar la nutricion de plantas (Calvaruso C. et al, 2006). A su vez, las plantas a
través de los exudados de las raices pueden alterar la estructura y actividad de las
comunidades bacterianas (Brant J. B. et al, 2006) y de forma selectiva pueden
favorecer a ciertas bacterias con potencial a ser benéficas para ellas mismas (Cook

R. J. et al, 1995). Una hipdtesis para el desarrollo sostenible de los bosques
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propone que las raices del arbol seleccionan a las bacterias que proporcionan

nutrientes necesarios para el crecimiento de este (Frey-Klett P. et al, 2005).

2.2 Hongos presentes en rizosfera

La mayoria de los estudios sobre diversidad microbiana se refieren a las bacterias,
sin embargo, los hongos realizan funciones de gran importancia para mantener el
equilibrio en la naturaleza. Estos en conjunto con las bacterias descomponen
materia organica reciclandola, produciendo el humus del suelo, muy importante
para su fertilidad e indispensable en la biosfera. Pero también los hongos participan
en el biodeterioro, fendbmeno que implica alteraciones de las propiedades

fisicoquimicas de los materiales.

La cantidad de hongos presentes en el suelo es controversial, algunos
investigadores tomando en cuenta la cantidad de micelio en suelo, indican que la
proporcién de hongos excede al bacteriano en la mayor parte de los suelos
(Honorato P., 2000). De igual manera su diversidad es controversial dado los pocos
trabajos en esta area que existen. Hawksworth y Rossman (1997) indican que
existen aproximadamente 1,500,000 especies de hongos, dato que corresponde al
namero de plantas fanerégamas existentes, asumiendo que por lo menos un hongo
infecta a una especie de faner6gama. Otros trabajos moleculares estiman 5.1
millones de especies (Blackwell M., 2011), de éstas se piensa que al menos
doscientos mil crecen en México (Guzman G., 1995), sin embargo, sélo se conocen
aproximadamente seis mil. La influencia del ecosistema en donde se encuentra el
hongo dictamina el estado biologico del microorganismo, es decir, si el hongo es
saprofito o parasito, su capacidad de cambio del estado sexual al asexual, el tipo de
esporas, su produccién, dispersion y la longevidad de estas o del micelio (Moreno
G. et al, 2013).

Se sabe que el 95% de los arboles establecen una ectomicorriza mutualista con

hongos simbioticos. La relacidn simbidtica entre micorrizas y plantas a nivel
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individuo, poblacién, comunidad y ecosistema es de gran importancia (Johnson N.
C. & Gehring C. A, 2007; Smith S. E. & Read D. J., 2008). La interrupcién entre la
asociacion de micorriza y planta puede inclinar a una competencia entre plantas
nativas y no nativas (Vogelsang K. M. & BeverJ. D., 2009; Meinhardt K. A. &
Gehring C. A., 2012). Se sabe que Pinus edulis es micorrizado por Geopora a pesar
de diversos factores, distintas especies de este género se encuentra presente
siempre en dicho pino (Gehring C. A. et al, 2014).

La relacion que puede existir entre hongos y plantas puede variar segun la etapa de
desarrollo, principalmente a través de una disminucion en el numero de
interacciones y en la proporcion de especialistas dentro de la comunidad
microbiana. ElI mutualismo establecido entre micorrizas arbusculares y arboles es
dindmica en toda la etapa de crecimiento provocando un aumento de especies
relacionadas de acuerdo con la etapa en la sucesion ecoldgica, posiblemente
reflejando los cambios en las condiciones bidticas y abibticas (Bennett A. E. et al,
2013).

Esta dinamica de interacciones entre semilla-planta-hongo estd cambiando segun
el estadio de la planta, se sabe que el viento es el principal dispersador tanto de
semillas de pinos como de las esporas producidas por hongos. Este factor puede
estar jugando un papel importante en dicha dinamica, a su vez favoreciendo la
interaccién planta-hongo y logrando un establecimiento y desarrollo favorable
(Nuiiez M. A. et al, 2013).

Se ha reportado que los arboles que se encuentran micorrizados proporcionan el
30% de sus carbohidratos derivados de la fotosintesis a las ectomicorrizas. A
cambio, el arbol recibe el 70% de sus necesidades de nitrégeno y fosfato, los
cuales son recibidos a través de la red hifal que se extiende profundamente dentro
del suelo (Nehls U., 2008; Martin F. & Nehls N., 2009). Para poder establecer esta
interaccidén simbibtica de ectomicorriza-planta es necesaria la comunicacion entre

ellos, desde su inicio y durante el mantenimiento de esta interaccion. Una de estas
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simbiosis ecolégicamente importantes es la establecida entre hongos

basidiomicetos y arboles (Buscot F. et al, 2000).

Algunos arboles forman asociaciones con diferentes hongos, pero algunos hongos
interactdan sélo con una planta hospedera, como es el caso de Tricholoma terreum
el cual es usualmente asociado con pinos. Para que T. terreum forme la micorriza,
es esencial, que produzca la morfologia de setas, por lo tanto, éstas se localizan
normalmente soélo bajo el pino. Estas especificidades de hospedero se pueden
utilizar para identificar genes implicados en las interacciones con anfitriones no
nativos (Mankel A. et al, 2002).

Se conoce que existen diversas proteinas de las ectomicorrizas que son
reconocidas por la planta hospedera y que gracias a esta interaccién es posible el
establecimiento de la simbiosis. Pellegrin C. y colaboradores (2015) determinaron
que la proteina efectora MiSSP7 del hongo mutualista Lacaria bicolor es requerida
para poder establecer la simbiosis entre la micorriza y la planta hospedera, el
blanco de esta proteina se encuentra en el nucleo de la planta hospedera donde
interacciona con el co-receptor JAZ6, el cual suprime la reaccion de defensa y
permite el desarrollo de la red “Harting” en el apoplasto. La red de Hartig es una red
de hifas de hongos micorrizos que se extiende dentro de las raices de las plantas,
penetrando entre las células epidérmicas y corticales, esta red es un sitio de
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta hospedante. En Populus
trichocarpa, la proteina MiSSP7 producida por Laccaria bicolor, interactua con un
represor transcripcional PtJAZ6 en el nucleo de la planta hospedera, donde este
represor induce la degradacion de acido jasménico promoviendo el mutualismo
entre planta-hongo (Plett J. M. et al, 2014).

Por otro lado, existen hongos que ocasionan dafio o enfermedad a los arboles
como es el caso de Cronartium quercuum sp., el cual es un hongo patégeno que
ataca la pared celular de pinos surefios mediante la secrecion de diversas proteinas
(Pendleton A. L. et al, 2014), o en el caso de Pinus pinaster que es atacado por

Fusarium circinatum el cual le ocasiona la enfermedad denominada “chancro
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resinoso” (Vivas M. et al, 2013). También se ha observado que Melampsora spp.,
es patdgeno de alamos y en especial Melampsora larici es el agente causal de la
mayoria de los alamos enfermos de las plantaciones de Europa (Pinon J. & Frey P.,
2005). Por otro lado, Verticillum dabliae es el mayor agente causal del
marchitamiento de arboles de olivo (Lopez-EscuderoF.J. & Mercado-Blanco J.,
2011).

Los patdgenos de plantas y los endéfitos coexisten, y a menudo interactian con la
planta hospedera y con la comunidad microbiana. Estas interacciones pueden
favorecer o enfermar a la planta. En un estudio realizado por Ragazzi A. y
colaboradores (1995) se aislaron 210 hongos y 14 bacterias asociadas al deterioro
del roble. Entre los hongos aislados estan Apiognamonia quercina,
Amphicytostroma quercinum, Armillaria spp., Biscogniauxia mediterranea, Colpoma
quercinum, entre otras. En el deterioro del roble estan implicados varios
microorganismos (Balci Y. & Halmschlager E., 2003) y su microbiota es
extremadamente diversa y abundante. Actualmente se conoce que Discula
guercina es directamente responsable de la enfermedad en el roble conocida como

antracnosis (Monicca S. & Ragazzi A., 2008)

2.3 Relaciones de microorganismos en la rizosfera

Existen interacciones entre los diversos microorganismos del suelo que pueden
favorecer a la planta hospedera como es el caso de Pinus contorta, en el cual se ha
observado que existen bacterias que pueden contrarrestar el dafio del hongo
patdogeno Grosmannia clavigera. Esta actividad se lleva a cabo de una manera
indirecta, ya que se ha observado que estas bacterias metabolizan limoneno
produciendo metabolitos que inhiben a Grosmannia Clavigera (Wang Y. et al,
2014).

Por otro lado, se conoce bien como la colonizacibn de un cierto tipo de

microrganismo influye en el establecimiento posterior de otro. Un ejemplo es la
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influencia del sistema micorrizico de algunos pinos que influyen en el
establecimiento de bacterias (Nurmiahlo L. et al., 1997), o bien en la fisiologia de
las plantas, mediante la expresion diferencial enzimatica en pinos micorrizados y no
micorrizados (Timonen S. & Sen R., 1998). De igual manera, bacterias aisladas de
la rizosfera influyen en diferente grado en la micorrizacion de Pinus silvestris por
Lactarius rufus (Poole E. J. et al, 2001).

Otro ejemplo, es el estrés causado por Fusarium circinatum en Pinus radiata que
favorece el establecimiento del patégeno endofitico Diplodia scrobiculata
relacionado con la enfermedad de acronecrosis “dieback” y “cankers” que se
caracterizan por la muerte progresiva de las ramitas, ramas, brotes o raices,
empezando por las puntas (Burgess T. |. et al., 2004). Por su parte, las bacterias
enddfitas se encuentran de manera persistente en algunos pinos, como es el caso
de Bacillus y Paenibacillus y algunas diazotroficas en Pinus contorta var. Latifolia
(Bal A., 2003), o Methylobacterium extorquens y Pseudomonas synxantha dentro
de botones de Pinus silvestris (Pirttila A. M. et al, 2000).

El establecimiento y funcionalidad de la simbiosis micorrizales pueden ser
influenciadas positivamente por ciertas cepas bacterianas que han sido
categorizadas como bacterias ayudadoras de micorrizas (MHB por sus siglas en
inglés Mycorrhiza Helper Bacteria) (Fitter A. H. & Garbaye J. A., 1994; Frey-Klett P.
et al, 2007). Dentro de estas bacterias existe una variedad de gramnegativas
(Barea J. M. et al, 1998) y grampositivas (Budi S. W. et al, 1999). Varias cepas
bacterianas han sido reportadas que son capaces de promover la simbiosis de las
endo y ectomicorrizas (Fitter A. H. & Garbaye J. A., 1994; Barea J. M. et al, 2002;
Johansson J. F. et al., 2004, Pivato B. et al., 2009).

También se ha observado que la simbiosis entre el roble y la ectomicorriza de
Scleroderma citrinum seleccionan comunidades bacterianas que son mas eficientes
en la intemperizacion mineral. Esto sugiere que la simbiosis micorrizal tiene un
efecto indirecto sobre la nutricién de la planta a través de la presion de seleccion

sobre la diversidad funcional de la comunidad bacteriana (Calvaruso C. et al, 2007).
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En este sentido se ha observado la simbiosis entre bacterias del orden
Burkholderiales y el hongo Scleroderma atrinum en tres diferentes arboles
forestales. Ademas de que Frey-Klett y colaboradores (2005), demostraron que la
simbiosis entre el pino Pseudotsuga menziesii y la ectomicorriza Laccaria bicolor
seleccionan a Pseudomonas flourencens, probablemente porque esta bacteria es

capaz de beneficiar tanto la nutricibn como la eficaz movilizacion de hierro y fosfato.

Existen bacterias que producen metabolitos secundarios que estimulan el
crecimiento del micelio como es el caso del auxofuran. Asi mismo, la formacion de
micorrizas también puede ser favorecida o promovida por la capacidad de estas
bacterias de reducir el estrés del suelo y por el aumento de contacto planta-hongo
por la estimulacion de la formacion de raices laterales (Duponnois R. & Garbaye J.,
1991; Duponnois R. & Plenchette C., 2003).

Los disturbios causados en los ecosistemas por el hombre se han incrementado en
el tltimo siglo. Un ejemplo se dio por la introducion del hongo Cronartium ribicola en
bosques de Pinus albicaulis en el parque Yellowstone, y como consecuencia ahora
esta especie arbOrea se encuentra bajo gran amenaza. C. ribicola tiene otros
hospederos alternativos por lo que ahora es dificil su erradicacion (Newcomb M. &
Six D., 2001; Hatala J. A. et al, 2011).

Los ejemplos anteriores y muchos mas muestran que las interacciones entre
diferentes microorganismos pueden estar alterando la capacidad de
establecimiento de distintas especies arblreas. Todas estas conexiones se
encuentran moduladas por diversos mecanismos, dandonos un panorama de que la
relacion entre bacterias, hongos y otros microorganismos como las arqueas y virus
juegan un papel muy importante para la germinacion, crecimiento y establecimiento
de las diferentes especies de arboles que se encuentran en los ecosistemas de los
bosques, y que estas relaciones son esenciales para poder tener poblaciones
exitosas de todas las especies de arboles localizados en estos ecosistemas (Mdiller
H. et al, 2015).
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Los distintos aspectos de toda esta red de comunicacion entre los microorganismos
y los organismos asociados son objeto de estudio para entender esta interaccion. El
conocimiento de las moléculas participantes y sus blancos en los hospederos nos
ayuda a comprender como se da dicha interaccion y poder transpolar dichas

interacciones en otras especies.

Existe una variedad de métodos para restaurar y expandir los bosques nativos y
conservar los habitats de vida silvestre. La aplicacién de estos métodos puede estar
limitada por las condiciones climaticas, la calidad del suelo, las caracteristicas
especificas de la planta en cuestion, etc., (Smithers B., 2017). Aunque se ha
demostrado que los métodos quimicos aplicados son eficientes para aumentar las
tasas de germinacion, a menudo tienen efectos secundarios nocivos para el medio
ambiente; de ahi la necesidad de innovar en métodos mas eficientes para mejorar
la restauracion forestal. Para ello los recursos de la biotecnologia podrian ser

prometedores.
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3 Antecedentes especificos

Estudios preliminares realizados en rodales de P. chiapensis, en la sierra norte del
estado de Puebla en las poblaciones de Apulco, Hueyapan y Cuatempan, rodales
no alterados los dos primero y alterado el ultimo, nos han mostrado una gran
diferencia entre ellos. En los rodales alterados existen arboles de gran tamafio
productores de semillas, pero con una baja, o en algunos casos nula germinacién
de las semillas en el lugar, dando lugar a un reclutamiento escaso; mientras que en
los rodales no alterados existen arboles en distintos grados de desarrollo y con

germinacion apreciable (Vera C., 2014).

En ambas localidades se realizaron recolecta de suelos de rizosfera y aislados en
el mes de agosto de 2012 (Vera C., 2014).

Vera B.C. aisl6 80 cepas bacterianas del rodal localizado en la comunidad de
Cuatempan, se les analiz6 su capacidad de promover la germinacion de semillas de
P. chiapensis, observando que ninguna de ellas fue capaz de promover la
germinacion. El rodal analizado fue clasificado como alterado debido a que
presentaba modificaciones o alteraciones por presencia del hombre, llegando al
extremo de ser ocupado por algunos habitantes como basurero. En este rodal se
pudo visualizar una disminucion en la poblacién de P. chiapensis, ademas que sélo
se detectaron pinos adultos. Cabe aclarar que los pinos adultos eran productores
de semillas viables, pero estas no eran capaces de germinar en el suelo de dicho

rodal.
En los rodales de ubicados en Apulco y Hueyapan mostraron la presencia de

bacterias con potencial de promover la germinacién de P. chiapensis, aislando una

cantidad mayor de bacterias promotoras en la comunidad de Hueyapan.
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Las variaciones de estos rodales nos hacen preguntarnos qué es lo que esta
pasando en estos dos tipos de rodales, ¢Por qué P. chiapensis estd bien
establecido en rodales no alterados mientras que en rodales alterados se ve
disminuida su poblacion? La respuesta a esta pregunta puede variar segun el
enfoque, podria estar relacionado con cuestiones fisicas: temperatura, humedad,
altitud del lugar o relacionarse a las caracteristicas del suelo, es decir que sean
factores fisicoquimicos los que le estén afectando al establecimiento de P.
chiapensis en los rodales alterados, o puede deberse a una alteracion en la
rizosfera de dicha especie, es decir que, en los suelos alterados exista una
modificacion de la comunidad presente en la rizosfera 0 una combinacién de

ambos.

El estudio de P. chiapensis es de gran importancia por varias razones, entre ellas,
se trata de un espécimen sujeta a proteccion especial en México y catalogada
como una especie de pino amenazada por la Unidén Internacional de la
Conservacion de la Naturaleza (UICN), ademas de ser considerada como especie
prioritaria para la reforestacién en México por razones de ecoldgicas, econémicas y
sociales (CONAFORT; FAO, 2012). Este trabajo de tesis contribuye al conocimiento
para la diferenciacion de las poblaciones de P. chiapensis en los rodales alterados
y no alterados, con un enfoque de investigacibn en sus propiedades

microbiolégicas de sus suelos.
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3. Justificacion.

Los pinares son un recurso forestal de gran importancia en nuestro pais, Pinus
chiapensis es un pino de interés econdémico que posee una buena calidad de
madera y su resina propiedades medicinales. Se localiza en forma de pequefios
rodales esparcidos, pero actualmente muy pocos de ellos se encuentran en buenas
condiciones en México. Las perturbaciones que se observan son en su mayoria
antropicas y es catalogado como un pino en proceso de desaparicibn y con

proteccién especial por el gobierno mexicano e instituciones internacionales.

Actualmente en el estado de Puebla se pueden apreciar rodales perturbados como
no perturbados. Estudios preliminares microbiolégicos han mostrado bacterias
provenientes de los rodales no alterados y con potencial a ser promotoras de la
germinacién de P. chiapensis, asi mismo se han observado hongos en semillas que
provocan su pudriciéon y muerte. El estudio de este tipo de microorganismos que
influyen el proceso de germinacién de P. chiapensis sera sin duda importante, para
mejorar la sobrevivencia y desarrollo del pino en su ambiente natural, evitando asi

su inminente extincion.
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4. Hipotesis.

Bacterias y hongos provenientes de rizosfera de rodales no alterados y de semillas

de Pinus chiapensis del estado de Puebla, influyen en la germinacion del pino.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Estudiar las bacterias y hongos asociadas en la germinacion de Pinus
chiapensis

5.2 Objetivos particulares

- Aislamiento e identificacion de bacterias con funcién en la germinacion de
Pinus chiapensis.

- Estudiar posibles mecanismos PGPRs de las bacterias seleccionadas

- Estudiar hongos con un efecto adverso en la germinacién de Pinus
chiapensis.
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6. Material y Métodos

Suelos de diferentes rodales de P. chiapensis fueron muestreados. Se les
realizaron analisis fisicoquimicos. A partir de los suelos se aislaron bacterias
rizosféricas y a partir de semillas certificadas (CONAFOR) provenientes de la UMA:
El ranchito, Ejido Temimilco, Altotonga (Veracruz). Ambos se identificaron
preliminarmente con marcadores moleculares y de los aislados bacterianos
provenientes de suelos rizosféricos se caracterizaron propiedades de promocién de

la germinacién de P. chiapensis y caracteristicas de PGPRs.

6.1 Sitios muestreados

Las localidades fueron muestreadas a finales del mes de julio del 2013. Uno de los
rodales muestreados se ubica en el municipio de Hueyapan, Puebla, con
coordenadas geograficas 19° 52' 02" latitud N y 97° 19' 42" longitud W. Otro sitio
gque se muestred, una plantacién en la localidad de San Diego ubicada en el
municipio de Teziutlan-Puebla-México, teniendo sus coordenadas geogréficas en
los paralelos 19° 47’ 46" latitud norte y los meridianos 97° 05’ 40".

6.2 Muestreo de suelo para analisis fisicoquimico.

En cada una de las dos regiones analizadas (Hueyapan y San Diego), se tomaron
ocho muestras de suelo para su andlisis. Cada muestra es la mezcla de 10
submuestras, es decir 10 lugares diferentes al azar dentro del mismo rodal. Por lo
tanto, se incluyeron un total de 80 lugares de submuestreo en toda la region. El
sistema de muestreo se realiz0 en zigzag, con un punto de partida aleatorio a una
profundidad de aproximadamente 30 cm de suelo. Se llevaron 1.5 kg de suelo de

cada muestra al laboratorio para su trabajo posterior.
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6.3 Andlisis fisicoquimico de suelos

Se evalu6 el contenido de nitrogeno total, fésforo, hierro, zinc, sodio, potasio y
calcio de los suelos. Asi mismo, se determindé pH, conductividad y textura, de
acuerdo con los protocolos estandar. Los analisis fisicos y quimicos se realizaron
bajo las metodologias y pardmetros establecidos en el manual de procedimientos
para el andlisis de suelos (Technical Paper 9, 2002). Este analisis se realiz6 por la
D.C. Castafieda Antonio Ma. Dolores.

6.4 Muestreo de suelo para aislamiento de bacterias

En cada una de las dos regiones analizadas (Hueyapan y San Diego), se tomaron
10 muestras de suelo rizosférico de ejemplares de P. chiapensis adultos de cada
uno de los rodales analizados. Se recolectaron suelos y raices a una profundidad
de 30 a 40 centimetros de profundidad. Los muestreos se realizaron en el mes de
julio del 2013. El suelo se pasé por un tamiz de 3 mm de malla y se procedio a

realizar el aislamiento de bacterias.

6.5 Aislamiento de suelos rizosférico de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se aislaron de la rizosfera de P. chiapensis. Se suspendi6é un
gramo de suelo en 99 ml de agua estéril y se diluyé serialmente hasta 10-1°. De
dichas diluciones se sembraron 10 microlitros en placas Petri. Se incubaron las
placas tanto a 30° C como a 37° C en seis diferentes medios: TESMES, PY, LB,
LGI, Congo Red y MM9 glucosa, (Mufioz-Rojas J. et al, 2005; Mufioz-Rojas J. et al,
2006). Para poder asegurar cepas puras se hicieron diluciones seriadas analizando
su morfologia colonial y celular al microscépico optico. Las cepas purificadas se

mantuvieron en glicerol al 20% (v/v) a -80 °C.
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6.6 Nomenclatura de los aislados

Para poder nombrar a los aislados bacterianos se procedié a realizar una
abreviatura de los nombres de las localidades aisladas, seguido del numero de
muestra, la temperatura en la cual se pudieron aislar y el medio de cultivo en el cual
se aisld. Teniendo que las cepas denominadas SD indican que son de la localidad
de San Diego, las denominadas H provienen de la localidad de Hueyapan, estas
abreviaturas van seguidas de 30 o 37 indicando la temperatura en la cual se
aislaron, por ultimo, les sigue las abreviaturas RC indicando el medio de cultivo
Rojo Congo, TM indicando el medio Tesmes, LB indicando el medio Luria Bertani,
LGI indicando el medio LGI, siendo este el medio donde se aislo6 la cepa. Teniendo
por ejemplo que la cepa SD2037TM, proviene de la localidad San Diego, seguido

por el nUmero de aislamiento, aislada a 37° C en medio Tesmes.

6.7 Tratamiento de semillas

Las semillas utilizadas en este experimento son semillas certificadas provenientes
de Teziutldn, Puebla, (CONAFOR). Estas semillas fueron sometidas a una

desinfeccién superficial. Esta esterilizacibn comprendié en los siguientes pasos:

- Enjuagar las semillas con agua tridestilada estéril.

- Agregar 50 ml de la solucion de tween 20 al 0.1%, colocar en agitacion por
10 minutos

- Realizar cuatro enjuagues de las semillas con agua tridestilada estéril.

- Realizar desinfeccion de las semillas con 50 ml de solucién de hipoclorito. de
sodio al 0.8%, colocar en agitacion por 10 minutos.

- Realizar cuatro enjuagues con agua tridestilada estéril.

- Realizar desinfeccion de las semillas con 50 ml de etanol al 50%, colocar en
agitacion por 10 minutos.

- Enjuagar cuatro veces las semillas con agua tridestilada estéril.

- Por ultimo, colocar las semillas sobre un soporte estéril para el secado

parcial de éstas.
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6.8 Germinacion de semillas de P. chiapensis con cepas bacterianas aisladas

Para probar si las cepas bacterianas aisladas de rizosfera eran capaces de
promover la germinacion de las semillas de P. chiapensis se inocul6 a cada semilla
con 10 pl de cada una de las cepas con una concentracion de 108 por mililitro. El
soporte para realizar la germinacion de las semillas de P. chiapensis fue medio
agar-agua a una concentracion de 0.8% en placas Petri, colocando 20 semillas en
cada caja. Estas se incubaron en una camara ambiental hasta por 25 dias con ciclo
luz-obscuridad 12 por 12, con una humedad relativa del 70% a una temperatura de
27 °C. Las semillas no inoculadas se usaron como controles. Este experimento se

realizo por triplicado.

Los parametros que se determinaron en las semillas germinadas fueron el tiempo
gue tardaban las semillas en germinar y el tamafo total del brote después de 10

dias de su germinacion

6.9 Aislamiento de bacterias y hongos de semillas de P. chiapensis

Para el aislamiento de bacterias y hongos presentes en semillas de P. chiapensis,
se utilizaron las semillas certificadas (CONAFOR) provenientes de la UMA: El

ranchito, Ejido Temimilco, Altotonga (Veracruz).

Las semillas fueron sometidas a una desinfeccién superficial con el método ya
mencionado. Se procedio a colocar a las semillas para su germinaciéon. El soporte
para realizar la germinaciéon de las semillas de P. chiapensis fue medio agar-agua a
una concentracion de 0.8% en placas Petri, colocando 10 semillas en cada caja.
Estas se incubaron en una camara ambiental por 20 dias en oscuridad, con una
humedad relativa del 70% a una temperatura de 27 °C. Cada 24 horas se observo
si existia el crecimiento de algun microorganismo. Cuando se observo el
crecimiento de algun microorganismo se aislé en los medios TESMES, PY, LB, LGI,

Congo Red y MM9 glucosa.
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Las cepas fungicas se caracterizaron en medio sélido Sabouraud. Se tomaron
colonias Unicas con caracteristicas tanto macroscopicas como microscépicas
iguales. Su morfologia macroscopica se describié después de 5 dias de incubacion
en oscuridad a temperatura ambiente, se analizaron sus caracteristicas de colonias
como su color en ambos lados de la placa, la textura de la colonia es decir si eran
cremosas, arenosas 0 con micelio aéreo, entre otras, mientras que para la
descripcion microscépica se procedidé a realizar microcultivos teniendo como
soporte el mismo agar. Estos se incubaron durante 7 dias a temperatura ambiente,
se desmontaron y se tifieron con azul de algoddén. Las cepas purificadas se

mantuvieron en glicerol al 20% (v/v) a -80 °C.

Las cepas bacterianas se caracterizaron en medio LB. Para poder asegurar cepas
puras se hicieron diluciones seriadas analizando su morfologia colonial y celular al
microscépico Optico. Las cepas purificadas se mantuvieron en glicerol al 20% (v/v)
a-80 °C.

6.10 Identificacion molecular de aislados bacterianos

Los aislados bacterianos que mostraron efecto en la germinacién de las semillas de
P. chiapensis, asi como los aislados de las semillas y los controles negativos, se
identificaron mediante la secuencia del gen 16S DNA ribosomal, utilizando los
oligonucledtidos UN27F 5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México). Los amplificados de las
cepas con efecto en la germinaciéon de las semillas de P. chiapensis, fueron
clonados en el plasmido pGEM. Estos fueron secuenciados en el Instituto de
Biotecnologia, UNAM. Las secuencias de 16S DNAr obtenidas se compararon con
las existentes en las bases de datos de GenBank. Las alineaciones de las
secuencias de nucledtidos se realizaron usando CLUSTAL_X (Thompson J.D. et al,
1997) y se corrigieron manualmente usando GeneDoc (Nicholas K. B. y Nicholas H.

B., 1997). La distancia evolutiva se infiri6 mediante el uso de un analisis de
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Neighbor joining realizado con MEGA version 7 (Kumar S. et al, 2016) y se
realizaron con 1000 réplicas.

<«<»
{

Amplicon del gen 16S rDNA

UN27F

' UN1392R

Clonacion del gen 16S rDNA en el vector pGEM

16S rDNA
UN1392R

Figura 2. Esquema de proceso de clonacion del amplicén 16S rDNA en el vector
pGEM. Diagrama de clonacién del amplicén 16S rDNA en el vector pGEM-T utilizado para las 18
cepas aisladas de los rodales ubicados en las localidades de San Diego y Hueyapan con efecto
en la germinacion.

6.11 Identificacion molecular de aislados bacterianos y fungicos de las
semillas

Los aislados fungicos de las semillas de P. chiapensis se identificaron mediante la
secuencia de la region intergenica entre los genes 18S y 28S y el gen 5.8S DNA
ribosomal, utilizando los oligonucle6tidos ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'y
ITS4 5-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3' (White T. J. et al, 1990).
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Los aislados bacterianos que mostraron efecto en la germinaciéon de las semillas de
P. chiapensis, asi como los aislados de las semillas y los controles negativos, se
identificaron mediante la secuencia del gen 16S DNA ribosomal, utilizando los
oligonucledtidos UN27F 5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México).

Los productos obtenidos tanto de bacterias y hongos fueron secuenciados en el
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Las secuencias obtenidas se compararon con las
presentes en las bases de datos GenBank. Las alineaciones de la secuencia de
nucleotidos se realizaron usando CLUSTAL_X (Thompson J.D. et al, 1997) y se
corrigieron manualmente usando GeneDoc (Nicholas K. B. y Nicholas H. B., 1997).
La distancia evolutiva se infiri6 mediante el uso de un andlisis de Neighbor joining
realizado con MEGA version 7 (Kumar S. et al, 2016) y se realizaron con 1000

réplicas de arranque.

Las secuencias nucleotidicas de los amplificados fueron analizadas utilizando los
programas BioEdit 7.0.9, Blast, Clustar X2 2.1, GeneDoc 2.7, Mega 6.06.
Construyendo arboles filogenéticos calculando la distancia evolutiva por bootstrap

con el método Neighbor joining.

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

! [ ' \(irsa)! | !

18S 5.8 28S
ITS1 ITS2

Figura 3. Esquema del amplificado utilizado para la identificacién molecular de los
aislados fangicos: Representacion de los genes amplificados para la identificacion de los
aislados fungicos de semillas de P. chiapensis
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6.12 Compatibilidad de crecimiento de cepas bacterianas

Las cepas analizadas se crecieron por triplicado tanto en medio rico LB como en un
medio minimo base K con fuente de carbono malato. En todas las cepas el indculo
se llevo a una densidad 6ptica de 0.001. El crecimiento se determind por cuenta de
unidades formadoras de colonias (UFC) en placas con diferentes antibiéticos a 30°
C. Siendo la cepa SD2037TM resistente a ampicilina (100 pg/ ml) y kanamicina (20
pg/ml), la cepa SD330TM a espectomicina (150 pug/ml) y acido nalidixico (10 pg/ml)
y la cepa SD2430LB a tetraciclina (30 pg/ml) y acido nalidixico (10 pug/ml).

6.13 Recuperacion de bacterias en semillas germinadas.

De las semillas de P. chiapensis inoculadas con las cepas SD2037TM, SD2430LB y
SD330TM se procedio a realizar macerados de los germinados a los 5, 10 y 14 dias
de cada una. Se coloco el germinado en un mortero y se le agrego 1 ml de agua.
Se realizaron diluciones seriadas hasta 10°y se inocularon 5 microlitros en placas
de agar LB con antibiético. El crecimiento se determind por cuenta de unidades
formadoras de colonias (UFC) en placas de LB con diferentes antibioticos a 30 °C.
Siendo la cepa SD2037TM resistente a ampicilina (100 pg/ ml) y kanamicina (20
pg/ml), la cepa SD330TM a espectomicina (150 pug/ml) y acido nalidixico (10 pg/ml)
y la cepa SD2430LB a tetraciclina (30 pg/ml) y acido nalidixico (10 pug/ml).

6.14 Determinacion de auxinas y Giberelinas

Para la determinacion de auxinas se utilizé el medio de cultivo King B con 1 pug/ml
triptéfano (King et al, 1954). La produccion de &cido indol-3 acético se cuantificé por
un meétodo colorimétrico modificado de Salkowski (Glickmann E. & Deessaux Y.,
1995; Mayer A.M, 1958) utilizando acido Indol-3-acético (Sigma-Aldrich 15148)
como control. La evaluacion de &cido indol acético (AIA) se realiz6 de cultivos de 24

y 48 horas.
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La giberelina se determind a través de un método cuantitativo de fluorescencia
(Reyes C. et al, 1991). Se tomaron 0.2 ml del sobrenadante del cultivo de 72 horas
y se adicionaron 0.2 ml etanol, una vez homogenizado se le adicioné 2 ml de una
mezcla de acido sulfarico: etanol (50:50), se incubd a 48 °C durante 30 minutos. La
lectura de fluorescencia se realiz6 a 464 nm de emision y 406 nm en excitacion en
un espectofotometro de flourescencia Cary Eclipse. Como control se tomé una
solucién stock de Gibberellin As (Sigma-Aldrich G7645) desde 1 hasta 19 ug/ml.

Tanto las mediciones de auxinas como de giberelinas fueron normalizadas por

cuantificacion de proteinas presentes en los cultivos bacterianos analizados.

6.15 Determinacion de solubilizacion de fosfatos

La determinacion de la capacidad de solubilizar fosfatos se realiz6 mediante el
método colorimétrico Mo-blue (Murphy J. and Riley J. P., 1962). EI medio
seleccionado fue NBRIP (National Botanical Intitute’s Phosphate). Ademas, se
utilizé el medio sélido adicionado con azul de bromotimol para poder visualizar el
cambio del pH. Se realizaron mediciones de las cepas identificadas como
promotoras de la germinacién a las 24 y 48 horas.

6.16 Ensayo de antagonismo

Se realizé un pre inoculo de las cepas fungicas en el medio liquido YPD a 27 °C
con una agitacion de 80 rpm por 3 dias, mientras que las cepas bacterianas se
incubaron toda la noche a 30 °C con una agitaciéon de 250 rpm en medio LB. Para
montar la prueba se coloc6é un mililitro de cultivo fungico en 25 ml de agar papa
dextrosa previamente esterilizado y se vertio en placas Petri. Una vez gelificado el
agar se coloca 5 ul de cultivo bacteriano previamente ajustado a una densidad

optica de 0.5. El halo de inhibicién se midié después de 3 dias.
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6.17 Ensayo de hidrdélisis de almidén

Se realizé en medio minimo base K adicionado con papa molida (100 mg de papa
por cada litro de medio). Se colocaron 5 pl de cultivo bacteriano con una densidad
Optica de 0.5. Las placas se incubaron a 30 °C y a 4 °C. El halo de hidrdlisis se
midié cada 24 horas hasta las 72 horas a partir de las 24 horas. Para determinar el
halo de hidrolisis se realiz6 un indice entre el halo del crecimiento bacteriano y el
halo de la hidrolisis de almidoén.

6.18 Anélisis Estadisticos

Se realizaron pruebas de varianza (ANOVA simple) con una prueba pos-hoc de
Tukey-HSD y Dunett, teniendo un nivel de confianza del 95%, utilizando el
programa Statgraphics Centurion XVI. La tasa de germinacion se calculé6 como el
ndamero de semillas germinadas dividido por el ndmero de semillas totales,

multiplicado por 100.

Ademas, se realizé un analisis de regresién logistica multinivel para determinar el
tiempo al evento, especificamente en la germinacion de las semillas con la
presencia de bacterias utilizando STATA version 12 para modelos multinivel. En
este analisis de regresion, se pueden determinar dos efectos. El efecto de
"intensidad" se refiere a una proporcion de semillas germinadas durante un periodo
en comparacion con el control, donde el tiempo no se considera como una variable.
El efecto "calendario” se refiere a la tasa de germinacion en ciertos momentos.
Para este efecto, se podrian analizar los casos de disminucion de los tiempos de
germinacion causados por bacterias, alcanzando la misma proporcién de semillas
germinadas, pero en un tiempo mas corto que el control sin inoculacion. Ambos

efectos se pueden observar trazando la relacion de germinacion de semillas contra
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el tiempo (dias), donde: la proporcion de semillas germinadas es igual al nUmero de

semillas germinadas sobre el total de semillas.

Las caracteristicas fisicoquimicas ademas se les realiz6 un andlisis de
correspondencia canodnica. La composicion del suelo, el contenido de nutrientes y la
clasificacion de los suelos de las regiones arbdreas se separaron en funcién de la
presencia 0 ausencia de bacterias PGPR junto con el eje 1 y el eje 2,

respectivamente.
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7. Resultados

7.1 Analisis fisicoquimico de suelo

Se analizaron diferentes parametros del suelo y clima en las dos localidades
muestreadas. La localidad de San Diego presentd 60% de humedad relativa, y una
altitud de 1643 msnm. La localidad de Hueyapan presenté 52.3% de humedad
relativa y una altitud de 1500 msnm (Figura 4). El clima que presentan los dos
lugares muestreados es un clima transitorio que va de templado humedo a
semicalido humedo. Estas condiciones se compararon con las del rodal alterado

ubicado en Cuatempan (Tabla 2).
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Figura 4. Localizacion geogréfica de rodales de P. chiapensis. En el mapa se
muestra la ubicacién de los rodales muestreados San Diego, Teziutldn y Hueyapan de donde
se obtuvo la muestra de rizosfera para el aislamiento de cepas bacterianas, ademéas se
muestra la localidad de Cuatempan catalogada como perturbada.
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En cuanto al andlisis de suelo se observé que para la localidad Hueyapan la
consistencia del suelo es 38.2% limo, 18.32% de arcilla y 43.48% de arena
teniendo una textura de tipo franco con apariencia de sedimento, para el caso de
San Diego fue de 66.64% de limo 22% de arcilla y 11.36% de arena lo que indica

un suelo de textura franco con apariencia de sedimento.

El analisis del pH del suelo de la localidad San Diego mostré un pH de 6.36, siendo
considerado un suelo con un pH de ligeramente acido a neutro y Optimo para el
crecimiento de vegetacion. En el caso de la localidad de Hueyapan el valor de pH
fue de 7.82, indicando un pH medianamente alcalino. El porcentaje de materia
organica se observo con valores de 7.7% para la localidad de Hueyapan indicando
gue su nivel de materia organica es muy alto, en el caso de la plantacion de San
Diego se obtuvieron valores de 2.48% indicando que su nivel en materia organica
es media. En cuanto el andlisis de conductividad presente en el suelo, los
resultados obtenidos para las localidades analizadas fueron de 4.91 y 3.59
decisiemens (dS) para Hueyapan y San Diego respectivamente, indicandonos que
la localidad de San Diego es suelo ligeramente salino, mientras de Hueyapan se le

considera un suelo salino.

Tabla 2. Caracteristicas climaticas de lugares de muestreo.

Lugar Humedad P atm Altitud
Hueyapan 52.3% 845.5 1500 m
San Diego 60% 570 1643m
Cuatempan 53.2% 858.3 1377m

Clima

Transicion: Templado humedo / Semicéalido humedo

Valores de las condiciones climaticas de los rodales San Diego, Hueyapan y Cuatempan
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La cuantificacion de las concentraciones de fosforo se reportd 4.29 mg/kg para
Hueyapan y 0.23 mg/kg para la localidad de San Diego, estos valores nos indica
que la concentracion de fosforo en el suelo de las dos comunidades es baja.

Las concentraciones de nitrogeno presente en los suelos de las dos comunidades
fueron de 0.98% para la localidad de Hueyapan presentando una concentracion
muy alta de nitrdgeno total y para la localidad de San Diego se obtuvo un valor de
0.14%, presentando una concentracion media de nitrégeno total. Se analizaron
otros componentes como hierro, zinc, calcio, potasio y sodio todos estos se
encontraron en las dos localidades dentro de los parametros adecuados (NOM-021-
RECNAT-2000). En las dos localidades muestreadas se pudo observar que poseen
las caracteristicas de suelo tipo Andisol. Se compararon los valores obtenidos de
estos rodales no alterados con los valores reportados del rodal alterado ubicado en
Cuatempan (Vera C.B., 2014). Aungue los valores en las tres localidades varian
entre ellos, se pueden localizar dentro los valores reportados como adecuados para
el crecimiento y reproduccion P. chiapensis (CONAFOR) (Tabla 3).

7.2 Aislamiento de bacterias autoctonas de rizosfera de P. chiapensis.

Con el fin de aislar bacterias autdctonas de la rizosfera de P. chiapensis se
eligieron dos sitios de muestreo: El primer sitio donde se observé P. chiapensis en
diferentes edades y con buena germinacion denominado Hueyapan y un segundo
sitio que es una plantaciéon donde se observo un crecimiento favorable de dicho
pino denominado San Diego, localizada en Teziutlan. Las localidades de Hueyapan
y San Diego se tomaron muestras de las zonas rizosféricas de P. chiapensis en el
mes de Julio del 2013. Se tomaron las muestras en dicho mes, debido a que es
cuando P. chiapensis esparce sus semillas en México y éstas entran en contacto

con el suelo y la microbiota presente en el suelo.
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Tabla 3. Analisis fisicoquimico de rodales muestreados.

) Localidades
Parametros .
Cuatempan Hueyapan San Diego
pH 7.05+0.52 7.82+1.39° 6.36+0.6
Materia organica (%) 7.5+0.47 ° 7.7+2.84° 2.48+1.22
Conductividad (dS) 3.43+0.52 4,91 +0.5° 3.59+0.22
Textura (%):
Limo 22.0£0.812 38.2+8.8° 66.64+2.4°¢
Arcilla 49.96+0.82° 18.32+0.52 22.00+0.7°
Arena 28.04+0.90° 43.481+4.0°¢ 11.36+0.5°
Tipo de suelo: Andisol Andisol Andisol
Fosforo (mg/kg) 12.23+0.5°¢ 4.29 +0.3° 0.23+0.082
Nitrogeno total (%) 0.21+0.12 0.98+0.2° 0.14+0.012
Hierro (mg/kg) 111+1.2°¢ 28 +0.6° 7.74+0.652
Zinc (mg/kg) 170+4.8°¢ 36+2.4° 0.02+0.0022
Sodio (mg/kg) <0.045+0.02° 13.30+£0.70° 1146.35+1.10°¢
Potasio (mg/kg) 1024.00+3.09°¢ 1128.20+2.70" 40.09+1.40°

Calcio (mg/kg)

402.00+2.86°¢

265.00+£2.52°

209.40+2.702

Datos del andlisis fisicoquimico de los suelos de los tres rodales muestreados localizados en las comunidades de San
Diego, Hueyapan y Cuatempan.
*abe Diferente letra dentro de una misma fila indica una diferencia significativa (p < 0.05).

Una vez obtenidas las muestras de rizosfera se procedié a realizar diluciones

seriadas 1:10, hasta 1010, Todas las diluciones fueron sembradas en los medios de
cultivo LGI, TESMES, PY, LB, M9 y Rojo Congo y se incubaron a dos diferentes

temperaturas, 30 °C y 37 °C. El crecimiento se monitore6 cada 24 horas hasta por 7

dias, lograndose aislar un total de 418 cepas bacterianas entre los rodales de San

Diego y Hueyapan.
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7.3 Bacterias promotoras de la germinacion de P. chiapensis

Se aislaron en total 418 cepas bacterianas provenientes de dos localidades
muestreadas, siendo 177 de San Diego y 241 de Hueyapan.

Los 418 aislados bacterianos de las localidades San Diego y Hueyapan fueron
inoculados a semillas axénicas de P. chiapensis y diariamente se evalud la
germinacion de la semilla hasta el dia 25. Dicho experimento se realiz6 por
triplicado. Los parametros analizados fueron el tiempo que tardaban las semillas en
germinar y el tamafio total del brote después de 10 dias de su germinacion. Estos
datos se procesaron en el programa Statgraphics Centurion XVI, mediante un
andlisis de varianza (Anova simple) utilizando la prueba multiple de rangos con el

procedimiento de Tukey-HSD, teniendo como control semillas sin inocular.

En dicho analisis se observo que, de las 418 cepas bacterianas, sélo 18 tuvieron un
efecto positivo en el proceso de germinacion, al disminuir significativamente el
tiempo de germinacion y aumentar significativamente el tamafio del germinado de
P. chiapensis (p<0.05) en comparacion de semillas control no inoculadas. De estas
18 cepas promotoras de la germinacién nueve fueron aisladas del rodal localizado
en San Diego y son las siguientes: SD1330LB, SD1730LB, SD730RC, SD2037TM,
SD2430LB, SD330TM, SD530TM, SD437RC, SD130RC, mientras que las otras 9
fueron del rodal localizado en Hueyapan y son las siguientes; H1830TM, H3430LGl,
H130LGI, H1330LGI, H630LGI, H830LGI, H1830LGI, H5630LGI, H1637RC.

En las Gréficas 1 y 2 se muestra que la germinacion por las 18 cepas antes
mencionadas fue modificada en comparacién a los controles no inoculados. Esas
cepas tuvieron efectos positivos como la disminucién del tiempo de germinacion vy el
incremento del tamafio del germinado. En ambas graficas se muestran cepas que
no mostraron tener efecto positivo en ninguno de los parametros mencionados
(SD1537RC, SD237RC y H537RC), a estas cepas se les tomaron como controles

negativos al igual que Escherichia coli DH5a. Las semillas utilizadas como control
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recibieron el mismo tratamiento de desinfeccion que las cepas inoculadas, pero

estas semillas no fueron inoculadas con ningdn microorganismo.

Tiempo de germinacion
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Grafica 1. Tiempo de germinacion de cepas bacterianas: Efecto en cuanto a tiempo
de germinacion en semillas de P. chiapensis inoculadas con las cepas bacterianas aisladas
de los rodales San Diego y Hueyapan. Las lineas negras indican la desviacion estandar.

En la disminucion en tiempos de germinacion se pudo observar que en las cepas
aisladas del rodal ubicado en la localidad de Hueyapan, la que tuvo la mayor
reduccion en cuanto tiempos de germinaciéon fue H830LGI con una media de 6.42
dias, seguida por las cepas H1830TM con una media de 6.5 dias, H130LGI con una
media de 6.42 dias, H3430LGI y H1330LGI con una media de 6.71, H1637RC con
una media de 6.87 dias, H1830LGI y H5630LGI con una media de 6.97 dias y
H630LGI con una media de 7.14 dias, mientras que para el control fue de 7.86 dias.

Respecto al rodal ubicado en la localidad de San Diego la cepa con la mayor
disminucién de tiempos de germinacion fue SD2037TM con una media de 5.64 dias
seguida por las cepas SD1330LB y SD330TM con una media de 6.42 dias,
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SD730RC con una media de 6.5 dias, SD1730LB con una media de 6.53 dias,
SD2430LB con una media de 6.57 dias, SD437RC con una media de 6.62 dias,
SD530TM con una media de 6.86 dias y SD130RC con una media de 7.06 dias. Se
utilizaron cuatro cepas como controles negativos, tres provenientes de los rodales
muestreados y una es la cepa de E. coli DH5a, siendo una cepa modificada
genéticamente utilizada en el laboratorio. De las cepas provenientes de los rodales
muestreados dos provinieron del rodal ubicado en la localidad de San Diegos y una
de la localidad de Hueyapan, teniendo valores de media para las cepas del rodal de
San diego de 8.2 y 9.1 dias para las cepas SD1537RC y SD237RC
respectivamente, mientras que el valor de la media de la cepa proveniente de la
localidad de Hueyapan fue de 9.64 para la cepa H537RC. La cepa E. coli DH5a
tuvo una media de 8.1 dias en cuanto tiempo de germinacion. En el andlisis de los
tiempos de germinacion tomando en cuenta las cepas de ambos rodales, se pudo
apreciar que la cepa bacteriana SD2037TM proveniente del rodal localizado en San
Diego fue la cepa que mostré una mayor diferencia, disminuyendo en 28.24% el
tiempo de germinacién en comparacion con las semillas no inoculadas con un valor
de media de 7.86 dias (Tabla 4).

Otra caracteristica analizada fue el aumento en el tamafio del germinado, en estos
resultados se pudo observar que en las 18 cepas hubo un aumento en el tamafo
del germinado. De las cepas aisladas del rodal ubicado en la localidad de
Hueyapan la cepa que tuvo un mayor aumento en el tamafio del germinado fue
H630LGI con un valor de media de 97.5 milimetros, seguida por las cepas
bacterianas H830LGI con un valor de media de 93.6 milimetros, H1830LGI con un
valor de media de 93 milimetros, H1330LGI con un valor de media de 92.2
milimetros, H5630LGI con un valor de media de 88.9 milimetros, H130LGI con un
valor de media de 83.38 milimetros, H3430LGI con un valor de media de 77.82
milimetros, H1637RC con un valor de media de 77.7 milimetros y H1830TM con un
valor de media de 76.91 milimetros. La cepa que tuvo un mayor aumento del
tamafio del germinado del rodal ubicado en la localidad de San Diego fue

SD2430LB con un valor de media de 97.76 milimetros seguido por las cepas

54



bacterianas SD2037TM con un valor de media de 97.74 milimetros, SD330TM con

un valor de media de 94.81 milimetros, SD530TM con un valor de media de 94.17

milimetros, SD1330LB con un valor de media de 90.23 milimetros,SD437RC con un

valor de media de 88.12 milimetros, SD730RC con un valor de media de 87.52

milimetros, SD1730LB con un valor de media de 85.46 milimetros y SD130RC con

un valor de media de 80.81 milimetros (Figura 5). Los valores de medias para las

cepas tomadas como controles negativos aisladas del rodal ubicado en la localidad

de San Diego fueron de 50.34 y 60.56 milimetros para las cepas SD1537RC y

SD237RC respectivamente, mientras que la cepa aislada del rodal ubicado en la

localidad de Hueyapan H537RC tuvo una media de 59.23 milimetros, respecto al

control que tuvo una media de 70.75 milimetros (Figura 6).

Milimetros

Grafica 2. Longitud de germinado. Efecto en tamafio del germinado de P.
chiapensis inoculados con las cepas bacterianas con efecto en la germinacion aisladas
de los rodales localizados en las comunidades de San Diego y Hueyapan. Las lineas

Longitud del germinado
140
120 - -
100 & T ]’} |
0 | l 0]
- 1 | “ |

40

A N A A A

“?, '\QQ“ é\ Q¥ “,QQ“,@ \,0‘566} \,GO,Q\,(’ \,06,\,0 ;\Q“c’oqs' &
) O N ©

p&(,o”,_,o‘&‘, AR \*"Q\»Q:»Qb F P

Cepas bacterianas

negras indican la desviacion estandar

55



H130LGI  H3430LGI H1830TM H830LGI H1830LGI H1330LGI

S$D2430LB  SD330TM  SD530TM  SD437RC  SD130RC Control

Figura 5: Germinados de semillas de P. chiapensis inoculadas con bacterias
aisladas de rizosfera de los rodales Hueyapan y San Diego con efecto
positivo en la germinacion: Fotos de germinados inoculados con las 18 bacterias
aisladas de rizosfera de P. chiapensis que mostraron un aumento en el tamafio del
germinado en comparacién del control. El germinado control es una semilla sin inoculo de
microorganismos.
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Figura 6: Germinados de semillas de P. chiapensis inoculadas con bacterias
sin efecto positivo en la germinacion: Fotos de germinados inoculados con las 4
bacterias que no mostraron efecto positivo en el tamafo del germinado en comparacion del
control. Las cepas H537RC, SD1537RC y H537RC son bacterias aisladas de rizosfera de P.
chiapensis, mientras que E. coli DH5 a es una cepa de laboratorio. El germinado control es
una semilla sin inoculo de microorganismos.

Respecto al aumento en el tamafio de longitud en el germinado de la semilla,
tomando en cuenta las cepas de ambos rodales, la cepa bacteriana que mostré un
mayor efecto fue la SD2430LB proveniente del rodal localizado en la localidad de
San Diego, tiendo un aumento en la longitud del germinado del 38.18% en
comparacion del control no inoculado. En cuanto a la cepa SD2037TM el
incremento en el tamafio del germinado es de un 38.15% vy la cepa SD2430LB

disminuye el tiempo de germinacion en un 16.36 % (Tabla 4).

Para poder corroborar que el tiempo de germinacién era una variable importante en
el efecto que ejercia la bacteria inoculada, se procedié a realizar un analisis de
regresion logistica multinivel del tiempo al evento, donde la variable dependiente
fue la presencia o0 ausencia de germinacién por semilla y las variables
independientes evaluadas fueron dos, una fue el tiempo de germinacion en dias y

la otra fue la cepa inoculada por semilla comparandolo con el control no inoculado.
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Tabla 4. Datos de tiempos de germinacién, longitud de germinados y tasa de
germinacién de semillas de P. chiapensis inoculadas con cepas provenientes
de las localidades Hueyapan y San Diego.

Cepa

Tasa de
germinacion

Tiempo de
germinacion

Longitud del
germinado

Tipo de

efecto

Valor de
p segln
efecto

(Porcentaje)

(Dias)

(Milimetros)

H1830TM 60 6.50 + 2.22% 76.91 + 20.56% | Intensidad 0.015
H3430LGlI 68 6.71 + 2.40° 77.82 + 28.04%%¢" | Intensidad 0.014
H130LGlI 60 6.60 + 2.31° 83.38 + 31.63°" | Intensidad 0.004
HB830LGI 66 6.42 + 1.85% 93.60 + 19.60" Ninguno ---
H1830LGlI 64 6.97 + 1.92b¢ 93.00 + 21.75" Ninguno ---
H1330LGlI 64 6.71 + 1.80° 92.20 + 26.359" Ninguno ---
H630LGI 72 7.14 + 1.76b<d 97.50 + 27.04' Ninguno ---
H1637RC 62 6.87 + 1.70% 77.70 + 29.78cdef Ninguno ---
H5630L Gl 72 6.97 + 2.55 88.90 + 31.44"" Ninguno ---
SD1730LB 64 6.53 + 1.76%° 85.46 + 18.04°" | Intensidad 0.010
SD730RC 72 6.50 £ 1.90% | 87.52 + 23.05%W" | |Intensidad 0.013
SD2037TM 72 5.64 £ 1.842 97.74 + 24.28 Combinado CIZ_30=8%02];1
SD1330LB 66 6.42 + 1.77® 90.23 + 25.78% | Intensidad 0.019
1=0.001
SD2430LB 70 6.57 + 1.90° 97.76 + 23.33 Combinado [C2=0.018
C3=0.007
1=0.001
SD330TM 72 6.42 + 2.45% 94.81 + 25.14" | Combinado | C2=0.038
C3=0.013
SD530TM 56 6.86 + 2.19%° 94.17 + 24.41" Ninguno ---
SD437RC 70 6.62 + 1.90° 88.12 + 23.08¢fn Ninguno ---
SD130RC 66 7.06 + 2.44°¢ | 80.81 + 26.739%9 Ninguno ---
SD1537RC 44 8.20 + 1.76°f 50.34 + 24.202 Ninguno ---
SD237RC 42 9.10 + 1.89 60.56 + 21.002° Ninguno ---
H537RC 42 9.64 = 1.56¢ 59.23 + 32.00% Ninguno ---
E.coli DH5 a 40 8.10 + 1.44%" | 64.94 + 17.54%c Ninguno -
Control 56 7.86 +£1.78% | 70.75 + 22.80° Ninguno

*abedefghi Diferente letra dentro de una misma columna indica una diferencia significativa (p < 0.05).
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En esta regresion se pueden determinar dos tipos de efectos nombrados calendario
e intensidad. El efecto positivo intensidad se refiere a que hay una mayor
proporcion de semillas germinadas en un mismo periodo de tiempo con respecto al
control. El efecto positivo de tipo calendario se refiere a que existe una misma
proporcién de semillas germinadas en tiempos anticipados en comparacion al
control no inoculado. Y por dltimo hay cepas que pueden tener los dos efectos,
mayor proporcién de germinados a tiempos cortos en comparacioén al control no

inoculado.

A las 18 cepas aisladas de las semillas del P. chiapensis de los rodales ubicados
en las localidades de San Diego y Hueyapan, se les realizo el analisis de regresion
logistica multinivel donde se observé que el comportamiento para todas las cepas
bacterianas es diferente. De las cepas aisladas en el rodal ubicado en la localidad
de Hueyapan solo tres tuvieron un efecto de tipo intensidad es decir que una mayor
proporcion de semillas germiné en un mismo periodo de tiempo con respecto al
control, las cepas que mostraron este efecto fueron H130LGI, H3430LGI y
H1830TM.

Para las cepas bacterianas aisladas del rodal ubicado en la localidad de San Diego
seis cepas mostraron tener un efecto intensidad; SD2030TM, SD330TM, SD730RC,
SD1330LB, SD2430LB y SD1730LB. De estas seis cepas con efecto intensidad tres
mostraron también tener un efecto calendario es decir que ademas de tener una
mayor proporcion de semillas germinadas en un mismo periodo de tiempo con
respecto al control, existe una misma proporcion de semillas germinadas en
tiempos anticipados en comparacion al control. Las cepas que mostraron un efecto
combinado, es decir un efecto tanto calendario como intensidad, fueron las cepas
SD2030TM, SD330TM, SD2430LB. Contemplando las cepas bacterianas de los
rodales ubicados en la localidad de Hueyapan y San Diego se obtuvo que nueve
cepas poseen el efecto intensidad, y de estas solo tres tienen el efecto calendario,

solo las cepas provenientes del rodal ubicado en San Diego se pudo apreciar el
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efecto calendario es decir que aumentan la proporcion de semillas germinadas en

comparacién con el control (Tabla 4).
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Grafica 3. Cepas bacterianas con efecto en tiempos de germinacion de semillas
de P. chiapensis. Cepas bacterias que ejercen un efecto de tipo calendario o intensidad en la
germinacion de semillas de P. chiapensis aisladas de los rodales localizados en las localidades
de San Diego y Hueyapan. Fase 1 abarca del dia 1™ al 5° dia, se refiere al inicio de la
germinacion; fase dos abarca del 6© al 97 dia, se observa el incremento exponencial de
germinados en comparacion al control; fase 3 abarca del 10° al 13° dia observando el término de
la germinacion.

Respecto al efecto calendario, se observa que dicho efecto presenta tres fases bien
diferenciadas. La primera fase abarca del primero al quinto dia, donde se puede
observar el arranque de la germinacién, pero con una tendencia al incremento de la
germinacion con las cepas inoculadas, la segunda fase abarca del sexto al noveno
dia, en esta se puede observar un incremento exponencial del numero de
germinados en comparacion al control y finalmente del dia decimo al décimo tercero

se observa el término de la germinacion. En las tres fases mencionadas se percibe
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que las tres cepas aisladas del rodal localizado en San Diego (SD2030TM,
SD330TM, SD2430LB) actian promoviendo la germinacibn con ambas
caracteristicas, teniendo un efecto calendario e intensidad (Grafica 3).

A su vez, se analizaron los tres periodos de tiempo en el analisis de regresion
logistica multinivel, para las nueve cepas bacterianas. En el tiempo uno ninguna de
las bacterias probadas tuvo efecto significativo con respecto a los controles no
inoculados. Sin embargo, hubo una tendencia al incremento de la germinacion,
donde se observa que, en las semillas tomadas como control al quinto dia, adn no
hay ningun germinado en comparacién con semillas inoculadas con las cepas
H130LGI, H3430LGI, H1830TM, SD2030TM, SD330TM, SD730RC, SD1330LB,
SD2430LB y SD1730LB (Grafica 3). En éstas se observa una proporcién de
germinacion de semillas de 0.1 a 0.2, sin embargo, en esta fase no se aprecio un
efecto calendario significativo. En los periodos dos y tres se observa efectos
positivos de tipo calendario de alguna de las tres cepas bacterianas aisladas del
rodal ubicado en la localidad de San Diego (SD2030TM, SD330TM y SD2430LB).

La cepa SD2037TM tuvo un efecto significativo en el tercer periodo (p=0.0001), la
cepa SD330TM tuvo un efecto significativo tanto en el segundo periodo (p=0.038),
como en el tercer periodo (p=0.013), mientras que la cepa SD2430LB, también tuvo
un efecto significativo tanto en el segundo periodo (p= 0.018), como en tercer
periodo (p=0.007).

Las bacterias que mejoraron el porcentaje de germinacion en un 12% en
comparacion del control son SD2037TM, SD330TM y SD730RC; las dos primeras
tienen efecto tipo calendario ya que germinan antes que el control mientras que
SD730RC sodlo tiene el efecto intensidad.

La cepa SD2430LB super6 al control con el 10% mas de germinacién, aunandose

el efecto de tipo calendario. Las siguientes cepas tuvieron un efecto significativo en

la intensidad de germinacion: H3430LGl con mas del 8% de germinacion,
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SD1330LB con 6%, H1637RC con 2%; H1830TM y H130LGI estas Uultimas

germinaron igual que el control.

A las cepas que fueron capaces de ejercer un efecto tanto de intensidad como de
calendario se analizaron sus poblaciones en los dos periodos donde se observo el
efecto calendario, para lo cual se colocaron inéculos de 107 UFC por semilla. En el
primer periodo se observaron poblaciones semejantes a la inoculada, en el
segundo Yy tercer periodo las poblaciones aumentaron de 10° a 10° UFC, lo que
indica que estas bacterias (SD2037TM, SD2430LB y SD330TM) se establecen y

aumentan su poblacién en la semilla conforme el paso del tiempo (Tabla 5).

Tabla 5. Poblacion de cepas con un efecto calendario en la germinaciéon de
P. chiapensis en semillas inoculadas.

UFC en el 1°¢ UFC en el 290 UFC en el 3¢
Cepa . . .
periodo periodo periodo
SD2037TM 5x 107 9 x 10° 8 x 1010
SD2430LB 2 x 108 7 x 10° 5 x 1010
SD330TM 5x10° 6 x 10° 8 x 10°
Control

Poblacién de las tres cepas bacterianas en las tres fases observadas en efecto de tipo calendario. Cepas aisladas del rodal
ubicado en la localidad de San Diego

Con estos analisis pudimos establecer que las 18 cepas bacterianas analizadas de
los rodales localizados en las localidades de Hueyapan y San Diego son capaces

de promover la germinacion de P. chiapensis.

7.4 Andlisis de correlaciéon candnica entre las propiedades fisicoguimicas de
los rodales Hueyapan, San Diego y Cuatempan de Pinus chiapesis.

Se analizaron las propiedades fisicoguimicas de los suelos de estos tres lugares

pudiendo observar variantes en la composicién de sus suelos. En estos rodales se
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procedi6 al aislamiento de bacterias que promovieran la germinacion de P.

chiapensis. Solo en los rodales catalogados como no alterados se pudieron obtener

aislamientos de cepas promotoras de la germinacion (Vera B. C., 2014). Al

observar los datos antes mencionados se procedié a realizar un analisis de

correlacion canodnica para observar el comportamiento entre los dos tipos de

rodales en relacion con la composicion de sus suelos.
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Figura 7. Andlisis de correlacién candnica de los rodales muestreados. Relacion de
las propiedades fisicoquimicas de los suelos de los tres rodales muestreados ubicados en las
localidades de San Diego, Hueyapan y Cuatempan. Correspondiendo a los rodales no alterados
los ubicados en las localidades de San Diego y Hueyapan y mientras que el rodal alterado
corresponde a la localidad de Cuatempan

Este analisis mostrd que los datos del sitio perturbado estan claramente separados

al formar un grupo independiente al de los sitios no perturbados (Figura 7). En la

primera dimension se obtuvo un valor alfa de Cronbach mayor a 0.970 explicando

el 71.8% de la varianza, mientras que en la segunda dimension fue de 0.776

correspondiendo al 25.54% de la varianza. Las variables del suelo zinc, potasio,

limo, fésforo, hierro, sodio, arena, material organico y calcio fueron representativas
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en la primera dimension, lo que indica que estas variables contribuyen
principalmente al agrupamiento, mientras que en la segunda dimension la arcilla y
el sitio muestreado fueron representativos. Las variables mas estrechamente
relacionadas en el sitio perturbado o alterado fueron arcilla, zinc, calcio, hierro y
fésforo. El sodio fue agrupado en los rodales no alterados y en otro grupo aislado,
mientras que las otras variables estaban relacionadas con ambos sitios
muestreados o incluso agrupados en otro grupo no relacionado con los sitios

muestreados.

7.5 Identificacion de bacterias promotoras de la germinacion de P. chiapensis

Inicialmente se realiz6 una identificacion fenotipica en el medio LB y posteriormente

la identificacion genotipica.

A los aislados analizados se les caracterizO macroscopica y microscopicamente.
Las colonias mostraron morfologia, color y consistencia constantes en agar LB. En
cuanto la caracterizacién microscopica se analiz6 su morfologia celular, tamafo,
movilidad a dos diferentes temperaturas de crecimiento, asi como el tipo de tincién
de Gram que presentaban. Para ambas caracterizaciones se hicieron 5
repeticiones, observando consistencia en los datos analizados (Tabla 6).

Para la identificacién genotipica se utilizd el gen que codifica para el 16S RNA
ribosomal, el cual es un marcador molecular que es capaz de diferenciar entre
géneros bacterianos (Weisburg W. G. et al, 1991). Los amplicones del gen 16S
rDNA fueron clonados en el vector pGEM (Figura 8). Las construcciones se
verificaron por PCR del gen 16S rDNA clonado en el vector pGEM con los
oligonucledtidos UN27F 5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México). Dicho procedimiento se
realizd con las 18 cepas bacterianas aisladas de los rodales localizados en las

comunidades San Diego y Hueyapan (Figura 8).

64



Tabla 6. Caracteristicas fenotipicas en medio LB de las cepas bacterianas.

Tamafioy
formade la

colonia

Color de la colonia

Movilidad

30°C

37°C

Morfologia

microscolpica

Tincion
de Gram

SD2037TM Medlana, Blanca-amarillenta Moviles MOV|I_|dad Bac:ll(l,
irregular opaca baja pequefio
H1330LGI Mgdlana, Blanca-‘amarlllenta Moviles Méviles Bamlci,
uniforme brillante pequefio
Mediana, Blanca-amarillenta L , . Bacilo,
H1830TM uniforme brillante Moviles Moviles pequefio
H1830LGI Me_dlana, Blanca-_amarlllenta Moviles Méviles Bachl,
uniforme brillante pequefio
H3430LGl Mediana. Blanca-amarillenta Méviles Movilidad Bacilo, medio
Irregular opaca nula
SD2430LB Mediana. Blanca-amarillenta MOV|I_|dad Movn_ldad Bacilo, medio
Irregular opaca baja baja
Mediana, Blanca-amarillenta - L. . .
SD130RC uniforme opaca Moéviles Méviles Bacilo, medio
Mediana, Blanca-amarillenta L , . . .
SD1330LB uniforme brillante Moviles Moviles Bacilo, medio
H830LGI Me_dlana, Blanca-_amarlllenta Moviles Méviles Bachi,
uniforme brillante pequeio
SD37RC Me_dlana, Blanca-_amarlllenta Moviles Méviles Bamlci,
uniforme brillante pequefio
Pequefia, Blanca-amarillenta Movilidad Movilidad Coco,
H5630LGI X | X o
uniforme brillante baja nula pequefio
H630LGl Pequena , Blanca-_amarlllenta Moviles Méviles Coco:
uniforme brillante pequefio
SD330TM Me_dlana, Blanca-_amarlllenta Moviles Méviles BaC|I0~.,
uniforme brillante pequefio
H130LGlI Pequena, Blanca-_amarlllenta Moviles Moviles Bacilo, medio.
uniforme brillante
H1637RC Me_dlana, Blanca-_amarlllenta MOV|I_|dad Méviles Bacilo. medio
uniforme brillante baja
SD1730LB Medlana, Blanca-_amarlllenta Méviles Moviles Bacilo, medio
irregular brillante
SD730RC Me_dlana, Blanca-_amarlllenta Méviles Méviles Ba(:|lo~,
uniforme brillante pequefio
SD530TM Me_dlana, Blanca- amatrillenta Moviles Movn_ldad Bacilo, medio
uniforme opaca baja
SD1537RC Me_dlana, Blanca-amarillenta Méviles Méviles Bacnci,
uniforme opaca pequefio
SD237RC Medlana, Blanca-amarillenta Moviles Méviles Ba(:|lo~,
irregular opaca pequefio
H537RC Medlana Blanca-amarillenta Moviles Méviles Bacncz,
irregular opaca pequefio
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Figura 8. Amplificacion del gen 16S rDNA clonado en el vector pGEM. Amplicén del
gen 16 rDNA ribosomal clonado en el plasmido pGEM. Se muestran las 18 cepas bacterianas
aisladas de los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan.

Las construcciones obtenidas fueron secuenciadas en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias del
programa BLAST, con las secuencias recopiladas de cada una de las 18
secuencias obtenidas, se construyeron arboles filogenéticos para cada una de
ellas. La distancia evolutiva se infiri6 mediante el uso de un analisis de Neighbor

joining.

Los aislados SD130RC, SD530TM, SD437RC, SD1330LB, SD730LB, H3430LGl,
SD1730LB, H1830TM se localizaron cercana del género Bacillus (Figura 9); los
aislados H1330LGI, H1830LGI y H130LGI cerca de Paraburkholderia (Figura 10);
los aislados H5630LGI Y H630LGI cerca de Staphylococcus (Figura 11); el aislado
H1637RC préximo a Cupriavidus (Figura 12); el aislado SD2037TM cerca de Dyella
(Figura 13); el aislado H830LGI cerca de Escherichia (Figura 14); el aislado
SD2430LB cerca de Luteimonas (Figura 15); y el aislado SD330TM proximo a
Enterobacter (Figura 16). Las tres cepas utilizadas como controles negativos
aisladas de los dos rodales ubicado en la localidad de San Diego y Hueyapan;
SD1537RC, SD237RC y H537RC fueron localizadas cerca del género Bacillus
(Figura 9).
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B.thuringiensis M63.....
B.thuringiensis $10602.......
B.cereus G8639......

B.cereus CHMAB2.....
B.mycoides FJAT-40025 .....
B.mycoides 1-3T .....
B.mycoides FJAT-45562 .....
B.thuringiensis 417l .....
B.thuringiensis WY9......
B.thuringiensis DL10......
B.mycoides SGNB2......
B.mycoides CA174......
B.mycoides ICMP 22355 .....
SD237RC

SD1537RC

H537RC

B.thuringiensis Eca13....
B.thuringiensis TBS....
B.thuringiensis UDO1 ....
B.cereus VLS-S-1....

B.cereus AM7 ....

B.mycoides 14A-B7 ....
B.mycoides m336.....
B.mycoides YPS22....
B.mycoides IHB B 102676293 ....
B.cereus BTB23.....

B.cereus QGC-12....

B.cereus SB33.....

B.cereus Xpg-15.....

B.cereus ZCGTO7 ....

B.cereus JK-XZ3....

H1830TM
SD1730LB
B-wiedmannii-YHBG17
B-toyonensis-Sp27
B.cereus-RW077
B.cereus-H3
B.cereus-H37
B.cereus-H36
B.cereus-MOB-7
B-wiedmannii-YHNG15
B-wiedmannii-MOB-10
B.cereus-H35
B-thuringiensis-7SA
B-toyonensis-FORT-119

B inaiensis-AAU-SR6A

0.10

100
B-thuringiensis-BDJ10

B-toyonensis-FJAT-46839
B-thuringiensis-M29
B-toyonensis-FORT-22
B-toyonensis-FORT-24
SD130RC

SD530TM

H3430LGI

SD730RC

SD1330LB.

B-cereus-Z005

D437RC
B.cereus-SP1-AB4

A Alicyclobacillus

100
4100{ Paenibacillus

B-wiedmannii-FSL-W8-0169

Figura 9: Arbol filogenético de las
cepas bacterianas SD130RC,
SD530TM, SD437RC, SD1330LB,
SD730LB, H3430LGI, SD1730LB,
H1830TM, SD1537RC, SD237RC vy
H537RC: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining.  Se
muestra el arbol 6ptimo con la suma de la
longitud de la rama =1.22256098. Las
distancias evolutivas se calcularon
utiizando el método de maxima
verosimilitud compuesta y estan en las
unidades del numero de sustituciones de
bases por sitio. El analisis incluyé 112
secuencias de nucleétidos. B: Bacillus.
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H18.30.LGI .
B.phenazinium.Hg10 .
P.phenazinium.T12-7 .
B.phenazinium.LNW3 .
B.sediminicola.Aca-21.
B.phenazinium.LNW1 .
P.sediminicola.PRB189 .
B.sediminicola.GM297 .
B.phenazinium.GM529 .
B.phenazinium.Hg14 .

100
P.sediminicola.XS25 .

B.sediminicola.B31.
P.sediminicola.XS23 .
P.sediminicola.PRB241 .
P.sediminicola.PRB109 .
P.sediminicola.PRB200 .
P.sediminicola.HU2-65WV .
B.phenazinium.MF2 25 .
B.phenazinium.MF2 10 .
—H13.30.LGI.
H1.30.LGI.

_ < Burkholderia

— < Rastonia, Cupriavidus

- Achromobacter

100

100

0.0100

Figura 10: Arbol filogenético de las cepas bacterianas H1830LGI, H130LGI y H1330LGlI: La
historia evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma
de la longitud de la rama = 0.7819341. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
maxima verosimilitud compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El
analisis incluy6 59 secuencias de nucleétidos. P: Paraburkholderia, B: Burkholderia.

68



— Sta.capitis.FC2966 .
Sta.capitis.BQEP2-01d .
Sta.sp.CNJ924.PL04 .
Sta.caprae.S3.
Sta.capitis.60T .
Sta.capitis.59Q .
Sta.capitis.19M .
Sta.capitis.14S .
Sta.capitis.11J .
Sta.capitis.41H .
Sta.sp.10AB .
Sta.caprae.BB2 4A .
Sta.saccharolyticus.JCM.1768 .
99 | Sta.capitis.subsp.urealyticus. .
Sta.capitis.H65 .
Sta.caprae.ATCC.35538 .
Sta.epidermidis.O1.
Sta.sp.JCE.11.
Sta.epidermidis.DSM.1760 .
Sta.epidermidis.JPR-05 .
Sta.sp.SRC DSE4.
Sta.capitis.SC3-8.
Sta.capitis.ISLP25 .

H5630LGl .
Sta.sp.HPSRK3 .

H630LGI .
Sta.warneri.SG1.
Sta.sp.SRC DSES8.

— Micrococcus
- Bacillus

- ———mNNN .actobacillus

68

99

—
0.02

Figura 11: Arbol filogenético de las cepas bacterianas H5630LGl y H630LGlI: La historia
evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de
la longitud de la rama = 0.403262030. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
méaxima verosimilitud compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por
sitio. El analisis incluy6 48 secuencias de nucleétidos. Sta: Staphylococcus.
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C.basilensis.r509 .
Cupriavidus.sp.i102s .
C.basilensis.N-Ams .
Cupriavidus.sp.S2E3 .
C.basilensis.m316 .
C.basilensis.m518 .
C.basilensis.DSS G2.
Cupriavidus.sp.DE7 .
C.basilensis.JS08-06 .
C.basilensis.AU4546 .
Cupriavidus.basilensis. TWNGO5 .
37|| C.basilensis.CCUG49340T .
C.basilensis.DSM11853 .
Cupriavidus.sp.NL4 .

49

C.respiraculi.S9-2 .
C.respiraculi.S7-6 .
C.respiraculi.S9-1.
5£1- C.respiraculi.S8-2 .

Cupriavidus.sp.S21 .
Cupriavidus.sp.YXC3-19 .
—H16.37.RC .
Cupriavidus.sp.Beta-56 .
100| | Cupriavidus.sp.TA21.

‘{ C.respiraculi. TFD48 .

41
4 C.respiraculi.2-94 .

C.respiraculi.G3 .
| 68 C.malaysiensis.USMAA1020 .
C.gilardii.CR3 .
74 C.plantarum.MA1-1za .
92' C.plantarum.ASC-64 .

— el Burkholderia

- Achromobacter

0.0100

Figura 12: Arbol filogenético de cepa bacteriana H1637RC: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama
= 0.3459058. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de méxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El analisis incluyé
47 secuencias de nucleotidos. C: Cupriavidus.

70



D.koreensis LNW11
D.koreensis LNL3
64| D.japonica LNL2
D.marensis.LNP9
D.koreensis LNP8
97| SD2037TM
D.koreensis E3BF6 9
D.koreensis E1BF6 8
D.koreensis EO0 33
D.koreensis E2BF9 7
Dyella koreensis E2BF6 3
D.koreensis E3BF3 8
74 ‘| D.koreensis NBRC 100831
98! D.koreensis BB4
D.mobilis DHONO7

7Z|:D.humi DHG40
9% D.flagellata 4M-K16
— D.acidisoli 4M-Z03
D.marensis IHB B 8002
71| %4 D marensis C$8G3-6
D.marensis r4

[o]
(o]

98 [~ D.marensis.B11
D.marensis GP29
8 D.marensis L2

61 D.marensis M18

D.marensis JN198

?< Rhodanobacter
5o U Aquimonas

—
0.01

Figura 13: Arbol filogenético de cepa bacteriana SD2037TM: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol éptimo con la suma de la longitud de la rama
= 0.28829402. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de méxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyé 39
secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. D:
Dyella.
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E.coli.NCYU-25-82.
E.fergusonii. ATCC35469 .
E.fergusonii. ATCC5469 .
E.coli.16S .

E.coli.E..
E.coli.PapRG-04-4 .
E.coli.10.

E.coli.C27A .
E.coli.2018-06-4CC .
E.coli.88-3510 .

E.coli.pk3 .
E.coli.2018-11-3CC .
E.coli.CM-IVRI-KOL-1.
E.coli.3R.

E.coli.K-12.

E.coli.52A.
E.coli.2018.02.02CC .
E.coli.pV11-19-E11-025-038 .
E.coli.UMB200201 11.
E.coli.CMM2A .
H830LGlI .

Escherichia.vulneris.ATCC1 .

99

Pseudescherichia.vulneris.ATCC .

e Ennterobacter

0.005

Figura 14: Arbol filogenético de la cepa bacteriana H830LGlI: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama =
0.8780352. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de méxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluy6 28
secuencias de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. E:
Echerichia.
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Lysobacter.gummosus KCTC 12132
— Lysobacter.gummosus OH17

78 — Lysobacter.gummosus 5.1.5
Lysobacter.gummosus 16S
Lysobacter.gummosus 1A.1.1

99|! Lysobacter.capsici NF87-2

1

&| Lysobacter.antibioticus 1.4.11
Lysobacter.antibioticus USAM.3

56| Lysobacter.capsici YC5194
Lysobacter.antibioticus HS124

40 80| Lysobacter.capsici 55
Lysobacter.capsici 1.3.3
Luteimonas.terrae THG-MD21

oL Luteimonas.terrae UMBR4068
Bl Luteimonas.aestuarii 1111MAR9I

- Luteimonas.aestuarii E449-9-5

47| Luteimonas.aestuarii L22

| SD330TM
24| Luteimonas.aestuarii FMWA.38/1

Luteimonas.aestuarii JM-R9

Luteimonas.aestuarii SCS100461

Luteimonas.terrae PAM14A

‘86< Xanthomonas/Stenotrophomonas

— el Nevskia

0.02

Figura 15: Arbol filogenético de la cepa bacteriana SD330TM: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama =
0.41380602. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del niumero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluy6é 50

secuencias de nucledétidos.
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L.adecarboxylata HAMBI1696
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Figura 16: Arbol filogenético de la cepa bacteriana SD2430LB: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama =
0.14355345. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maéaxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyo 69
secuencias de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. E:

Enterobacter.
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7.6 Compatibilidad de cepas bacterianas que disminuyen el tiempo de
germinacién con efecto calendario

Para poder visualizar si las cepas bacterias que ejercieron el efecto calendario en la
germinacion de P. chiapensis (SD2037TM, SD2430LB y SD330TM) eran capaces
de coexistir en un mismo ambiente y poder visualizar como era la dindmica de sus
poblaciones respecto al tiempo, se procedié a sembrarlas juntas en un medio rico
(LB), en un medio minimo (medio K malato) y en el medio papa dextrosa. Para
comprobar que las cepas tenian la capacidad de crecer solas en dichos medios se
sembraron cada una ellas por separado, pudiendo observar un buen crecimiento en
estos medios. Se colocé un inoculo de 500 microlitros de las tres cepas bacterianas
con una densidad 6ptica de 0.01.

Se observé que al coinocular las tres cepas bacterianas en medio LB se aisl6 la
cepa SD2430LB perteneciente al género Luteimonas en poblaciones de 10° UFC, a
las 24, 48 y 72 horas. Sin embargo, la cepa SD330TM perteneciente al género
Enterobacter sélo se detectdé a las 72 horas en poblaciones de 4 x 10? UFC,
mientras que la cepa SD2037TM perteneciente al género Dyella no fue detectada

en ninguno de los tiempos analizados (Tabla 7).

En medio minimo base K a las 24 horas se pudo aislar la cepa SD2430LB
(Luteimonas) y la cepa SD330TM (Enterobacter) en poblaciones de 4 x 10y 2 x
10° UFC, respectivamente. A las 48 horas las poblaciones de la cepa SD330TM
(Enterobacter) disminuyeron a 2 x 10® UFC, mientras que la cepa SD2430LB
(Luteimonas) aumentd a 2 x 108 UFC. Por Ultimo, a las 72 horas la cepa SD330TM
(Enterobacter) ya no se logré detectar y la cepa SD2430LB (Luteimonas) bajo su
poblacién a 8 x 10* UFC. Respecto a la cepa SD2037TM (Dyella) no pudo detectar
a ningun tiempo analizado (Tabla 7).

En el medio papa dextrosa la coinoculacion de las tres cepas bacterianas tuvo un

comportamiento similar a los dos medios de cultivos anteriores y se observo que las

tres cepas bacterianas no son capaces de coexistir. La cepa SD2430LB
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(Luteimonas) es capaz de crecer de manera constante en las 72 horas analizadas,
observando a las 24 horas una poblacién de 2 x 10° UFC, a las 48 horas de 7 x 108
UFC y a las 72 horas una poblacién de 1 x 10° UFC (Tabla 7).

A la vez se analizo el crecimiento de estas cepas bacterianas en pareja. Aunque de
manera individual crecieron en medio minimo base K cuando fueron coinoculadas

no crecieron en ninguna combinacion en los tres tiempos analizados (Tabla 7).

En el ensayo de co-cultivo en pares en medio LB de la cepa SD2037TM (Dyella)
con SD330TM (Enterobacter) no se pudo detectar la cepa SD2037TM (Dyella), solo
la cepa SD330TM. Las poblaciones de dicha cepa fueron disminuyendo con el paso
del tiempo pudiendo detectar una poblaciéon de 2 x 10’ UFC a las 24 horas, 3 x 107
UFC a las 48 horas y a las 72 horas 4 x 10 UFC. En la coinoculacién en el medio
LB de las cepas SD2037TM (Dyella) y SD2430LB (Luteimonas) no se pudo detectar
el crecimiento de ninguna cepa. Al combinar las cepas SD330TM (Enterobacter) y
la cepa SD2430LB (Luteimonas) sélo la cepa SD2430LB (Luteimonas) fue capaz de
crecer inhibiendo por completo el crecimiento de la cepa SD330TM (Enterobacter).
Las poblaciones de SD2430LB fueron de 4 x 10° a las 24 horas, 2 x 102 a las 48
horas y 2 x 10° a las 72 horas (Tabla 7).

En co-cultivo en papa dextrosa, las cepas SD2037TM (Dyella) y SD330TM
(Enterobacter) mostraron crecimiento retardado y solo pudieron ser detectadas
hasta las 72 horas en poblaciones de 2 x 10y 2 x 102, respectivamente. Las cepas
SD2037TM (Dyella) y SD2430LB (Luteimonas) no crecieron en ninguno de los
tiempos analizados. En co-cultivo de SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB
(Luteimonas), sélo la Gltima mostré crecimiento, obteniendo poblaciones de 2 x 10°
a las 24 horas, 8 x 108 a las 48 horas y de 3 x 10° a las 72 horas (Tabla 7).

Estos resultados nos dan una idea de la interaccion que poseen estas cepas in vitro

y con poblaciones previamente estandarizadas, sin embargo, en la rizosfera no es

posible controlar dichas condiciones.
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Tabla 7. Analisis de poblaciones de PGPRs en co-cultivo.

Medio rico LB Medio minimo base K Medio Papa dextrosa
Grupo Cepas 24 48 72 24 48 horas 72 24 48 72
horas horas horas horas horas horas horas horas
Dyella sp.
(SD2037TM) NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Cocultivode 3  Enterobacter sp 4x102 2x10° 2x103
cepas (sp33oT™)  NC NC Urc  UFC UFC NC NC NC NC
Luteimonassp. 6x105 5x105 7x10° 4x10® 2x10% 8x10* 2x10° 7x10%8 1x10°
(SD2430LB) UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
Dyella sp. Dyella sp. NC  NC NC NC NC NC  NC ne  2X10
(SD2037TM) / (SD2037TM) UFC
Enterobacter sp  Enterobacter sp 2x107 3x102 4x10! 2 x 102
(SD330TM) (SD330TM) ~ UFC  UFc  urc  NC NC NC NC NC UFC
Dyella sp. Dyella sp. NC  NC NC NC NC NC NC NC NC
(SD2037TM) / (SD2037TM)
Luteimonas sp.  Luteimonas sp.
(SD2430LB) (SD2430LB) NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Enterobactersp  Enterobactersp o NC NC NC NC NC NC NC
(SD330TM) / (SD330TM)
Luteimonas sp. Luteimonas ~ 4x10° 2x10° 2x10° . NG NG 2x10° 8x10°  3x10°
(SD2430LB) (SD2430LB) UFC UFC UFC UFC UFC UFC
Dyella Dyella 3x107 6x10%8 5x10® 2x107 7x10% 6x10® 1x10" 9x10° 5x108
(SD2037TM) (SD2037TM) UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
Enterobacter sp  Enterobactersp 6x107 3x10® 6x10%® 1x107 9x10® 8x10® 5x107 3x10®8 8x108
(SD330TM) (SD330TM) UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
Leclercia Leclercia 5x107 8x10° 2x10° 2x107 8x10® 8x10® 8x10”7 8x10° 9x10°
(SD2430LB) (SD2430LB) UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC

Analisis de las cepas SD2430LB, SD2037TM y SD330TM con efecto de proporcion de germinacion tipo calendario en
semillas de P. chiapensis.

NC: No Creci6

7.7 Caracteristicas PGPR de bacterias promotoras de la germinacion de P.
chiapensis.

Para poder conocer si las cepas bacterianas con capacidad de promover la

germinacion poseian algan mecanismo PGPRs se les analizd la capacidad de

producir compuestos involucrados en la promocion de crecimiento de plantas como

la produccién de auxinas (Acido Indol Acético (AIA) y giberelinas (AG)).
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Esta evaluacion se realizé con un pre cultivo de toda la noche y se estandarizaron
todas las cepas bacterianas a una densidad optica de 0.05. La cuantificacién de
Acido indol-3-acético se realiz6 a las 24 y 48 horas, observando que todas las

cepas tienen la capacidad de producirlo a estos tiempos (Grafica 4).

Produccion de indoles Produccion de indoles
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Grafica 4: Produccion de indoles. Indoles detectados a las 24 y 48 horas en las
cepas bacterias promotoras de la germinacion de semillas de P. chiapensis aisladas de los
rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan

Las 18 cepas bacterianas evaluadas produjeron acido indol-3 acético en un rango
de 0.4 hasta 21 ug/ml de proteina a las 24 horas y de 0.44 hasta 29 microgramos
de &cido indol-3 acético por mililitro de proteina a las 48 horas. Los valores mas
altos detectados a las 24 horas fueron de 21 ug/ml de proteina para la cepa
H830LGI (Echerichia), 1.38 pg/ml de proteina para la cepa SD330TM
(Enterobacter), 0.94 ug/ml de proteina para la cepa bacteriana SD437RC (Bacillus),
0.90 pg/ml de proteina para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.87 ug/ml de proteina
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para la cepa SD530TM (Bacillus), 0.82 ug/ml de proteina para la cepa H130LGI
(Paraburkholderia) y 0.82 ug/ml de proteina para la cepa bacteriana SD2430LB
(Luteimonas) (Tabla 8).

Algunos de los valores detectados a las 48 horas de produccion de indoles fueron
de 29.2 ug/ml de proteina para la cepa H830LGI (Echerichia), 2.03 pg/ml de
proteina para la cepa SD437RC (Bacillus), 1.52 ug/ml de proteina para la cepa
SD330TM (Enterobacter),1.45 ug/mg de proteina para la cepa SD2037TM (Dyella),
0.85 pg/ml de proteina para la cepa SD530TM (Bacillus), 0.78 pg/ml de proteina
para la cepa H3430LGlI (Bacillus), 0.73 pg/ml de proteina para la cepa SD130RC
(Bacillus), 0.70 ug/ml de proteina para la cepa SD1330LB (Bacillus), 0.70 ug/ml de
proteina para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.64 ug/ml de proteina para la cepa
H1830TM (Bacillus), 0.55 ug/ml de proteina para la cepa H130LGI
(Paraburkholderia) y 0.51 ug/ml de proteina para la cepa SD2430LB (Luteimonas)
(Tabla 8).

Las mediciones de la produccion de giberelinas se tomaron a las 72 horas, teniendo
valores de 0.468 ug/mg de proteina para la cepa SD1730LB (Bacillus), 0.249 ug/mg
de proteina para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.177 ug/mg de proteina para la cepa
SD2430LB (Luteimonas), 0.6 pg/mg de proteina para la cepa SD330TM
(Enterobacter), 0.13 ug/mg de proteina para la cepa SD130RC (Bacillus), 0.121
Mg/mg de proteina para la cepa SD2037TM (Dyella) y 0.069 pg/ml de proteina para
la cepa H1830TM (Bacillus) (Grafica 5).

La cuantificacion de giberelinas se realiz6 72 horas, detectando valores de 0.468
Mg/mg de proteina para la cepa SD1730LB (Bacillus), 0.249 ug/ml de proteina para
la cepa SD730RC (Bacillus), 0.177 pg/ml de proteina para la cepa SD2430LB
(Luteimonas), 0.6 pg/ml de proteina para la cepa SD330TM (Enterobacter), 0.13
Mg/ml de proteina para la cepa SD130RC (Bacillus), 0.121 ug/ml de proteina para la
cepa SD2037TM (Dyella) y 0.069 pg/ml de proteina para la cepa H1830TM
(Bacillus) (Tabla 8).
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Grafica 5: Produccién de giberelinas: Giberelinas detectadas a las 72 horas
en las cepas bacterias promotoras de la germinacion de semillas de P. chiapensis
aisladas de los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan.

7.8 Solubilizacion de fosfatos

Otro mecanismo de las bacterias PGPRs es la capacidad de solubilizar fosfato, es
por lo que nosotros evaluamos a los 18 aislados bacterianos la capacidad de
solubilizar fosfatos. Los cultivos fueron estandarizados y la capacidad de solubilizar
fosfatos fue medida a las 24 y 48 horas tanto en medio sélido como en medio
liguido de NBRIP.

Los resultados mostraron que todas las cepas bacterianas son capaces de
solubilizar fosfatos (Grafica 6). En cuanto a la medicion a las 24 horas las cepas
que presentaron mayor produccion son SD1330LB con 33.82 pg/ml de proteina,
H1830TM (Bacillus) con 31.80 pug/ml de proteina, H1830LGI (Paraburkholderia) con
28.47 pg/ml de proteina, SD730RC (Bacillus) con 23.31 ug/ml de proteina y
SD330TM (Enterobacter) 14.47 pug/ml de proteina (Tabla 8).
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Grafica 6: Solubilizacién de fosfatos: Fosfatos detectados a las 24 y 48 horas en las
cepas bacterias promotoras de la germinacion de semillas de Pinus chiapensis aisladas de
los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan.

Algunos valores de las demas cepas bacterianas a las 24 horas fueron de 13.14
pug/ml de proteina para la cepa SD437RC (Bacillus), 9.43 ug/ml de proteina para la
cepa H130LGI (Paraburkholderia), 9.33 pg/mg de proteina para la cepa H1637RC
(Cupriavidus), 8.34 pg/ml de proteina para la cepa SD2430LB (Luteimonas), 8.34
pug/ml de proteina para la cepa SD1330RC (Bacillus), 7.83 pg/ml de proteina para la
cepa SD2037TM (Dyella) y 7.4 pg/ml de proteina para la cepa SD1730LB
(Bacillus) (Tabla 8).

A las 48 horas los valores obtenidos de solubilizacion de fosfatos para las cepas
bacterianas aisladas cambiaron teniendo que las cepas con valores mas altos
fueron de 41.88 pg/mg de proteina para la cepa H1830LGI (Paraburkholderia) y
41.88 ug/ml de proteina para la cepa SD330TM (Enterobacter) seguidas por 34.67
pug/m de proteina para la cepa SD730RC (Bacillus), 30.53 pug/ml de proteina para la
cepa SD437RC (Bacillus), 27.05 pg/ml de proteina para la cepa SD1730LB
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(Bacillus), 26.34 pg/ml de proteina para la cepa H130LGI (Paraburkholderia), 23.79
png/mg de proteina para la cepa H1830TM (Bacillus), 11.56 pg/ml de proteina para

la cepa SD2430LB (Luteimonas) y 10.02 pug/ml de proteina para la cepa SD2037TM

(Dyella) (Tabla 8).

Tabla 8: Evaluacion de mecanismos PGPRs de las cepas bacterianas con
efecto benéfico en la germinacion de P. chiapensis.

Giberelinas
(ug acido Solubilizacién de fosfatos
. IAA (ug IAA [ ml proteina) giberilico/ (ug fosfato/ml proteina)
Cepa bacteriana ml proteina)
24 h 48 h 72h 24 h 48 h
Bacillus H1830TM 0.54 +0.01° 0.64 +0.01%" 0.060 + 0.005 31.80 + 0.730f 23.79 + 1.60f
Bacillus H3430LGl 0.57 + 0.145¢ 0.78 £ 0.057 0.056 + 0.004  8.92 + 0.510° 13.42 £1.18%
Bacillus SD1330LB 0.72 £ 0.02% 0.70 £ 0.03¢f¢  0.070+ 0.005°¢  33.82 + 0.360f 29.50 + 0.789"
Bacillus SD1730LB 0.72 + 0.02%¢ 0.55 + 0.13%%€  0.468+ 0.035' 7.40 £ 0.140° 27.05 £ 1.23fh
Bacillus SD730RC 0.90 + 0.14°¢ 0.70 £ 0.03%0  0.249+ 0.004"  23.31 + 1.930¢ 34.67 + 1.14
Dyella SD2037TM 0.50 + 0.11¢ 1.45+0.11" 0.121 + .009¢ 7.83+£0.570° 10.02 + 1.31bed
Paraburkholderia 0.82+025%  055+0.16%% 0.045+0.002" 9.43+0010°  26.34+ 1.37%
H130LGlI
Luteimonas SD2430LB  0.82 + 0.12b¢ 0.51+0.19% 0.177+ 0.006¢ 8.34 + 0.570° 11.56 + 1.13¢de
Enterobacter SD330TM  1.38 + 0.14¢ 1.52 +0.007" 0.600+ 0.078 14.47 +1.940° 41.88 + 2.76!
Paraburkholderia be def g b .
H1330LGI 0.71+0.15 0.64 +0.17 0.190+ 0.012 8.82 £0.480 13.65+1.77
Echerichia H830LGI 21.00 +£1.28° 29.2+0.300  0.160+ 0.015f 8.26 + 0.600° 7.94 +1.02°
Bacillus SD130RC 0.74 + 0.001b° 0.73 +0.007 0.130 + 0.006% 8.34 + 0.580° 9.43 +0.01%°
Bacillus SD530TM 0.87 £ 0.10% 0.85+0.059 0.039 + 0.006" 8.79 £ 0.640° 11.89 + 1.58¢de
Paraburkholderia be be be . |
H1830L Gl 0.76 £ 0.21 0.44 +0.02 0.042 + 0.002 28.47 + 0.500 41.88 + 1.64
Bacillus SD437RC ~ 0.94+0.09%  2.03+0.005 0.120+0.011¢ 13.14+1.850°  30.53%1.77"
Stﬁ’gg’é%clf’écl”s 0.78+0.04%  078+0.099 0.062+0.007 7.35+0.160°  8.99 + 0.44%
Staphylococcus b def . b b
H630LGI 0.55 +0.13 0.67 +£0.10%" 0.160 + 0.020¢ 9.09 £ 0.340 9.44 + 0.01°¢
Cupriavidus HI637RC ~ 0.4+0.12®  0.27+0.04° 0.034+0.002° 9.33+0.10° 11.35% 1.11be
Bacillus SD1537RC  0.021+0.006*  0.019 + 0.001% 0.0004 +0.000* 0.010 + 0.002®  0.009 + 0.001?
Bacillus SD237RC ~ 0.018 +£0.007*  0.016 + 0.002* 0.0003 + 0.000* 0.012+0.003*  0.010 + 0.002*
Bacillus H537RC ~ 0.017 £0.009°  0.016 + 0.002* 0.0004 +0.000°  0.009 + 0.002*  0.007 + 0.002?
E.coli DH5 o 0.005+0.004*  0.004 + 0.00220.00045 + 0.000° 0.000 +0.000*  0.000 + 0.000?

“abedefgh Diferente letra dentro de una misma columna indica una diferencia significativa (p < 0.05).
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Horas

Horas

Estos datos muestran que las 18 cepas bacterianas promotoras de la germinacion
aisladas de los rodales ubicados en las localidades de San Diego y Hueyapan era
capaces de solubilizar fosfatos. Los mecanismos por los cuales son capaces de
lograr esta solubilizacién son diversos, pero uno de ellos es la acidificacion del

ambiente donde se encuentran.

$D2037 H1330 H8 30 SD130 SD5 30 H1830 SD437 H56 30 H1830 op—
™ LGI LGI RC ™ LGI RC LGI ™ )
» y 4 y / Z y g ” ,
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Figura 17: Crecimiento de bacterias en medio solido NBRIP. Acidificacion del medio por
las 18 bacterias aisladas de los rodales ubicados en las localidades de San Diego y Hueyapan con
capacidad de solubilizar fosfato. Se utiliz6 Azul de bromotimol como indicador de pH.

Para poder evaluar si estas cepas bacterianas eran capaces de acidificar el medio
donde crecen se procedi6 a crecer a estas bacterias en medio sélido NBRIP,
teniendo como indicador el azul de bromotimol. Se detecto el viraje del medio hasta
las 72 horas observando que en este medio de cultivo todas las bacterias formaron
un halo de color amarillo a partir de las 24 horas y aumentado el tamafo del halo

conforme el paso del tiempo, observando a las 72 horas un viraje de tonalidad en la
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mayoria de la placa. Estos resultados nos indica que el pH del medio esta virando
de un pH neutro a un pH acido, indicando que las bacterias aisladas son capaces
de acidificar el medio donde crecen (Fig. 17).

48 horas
CONTROL SD2037TM SD130RC SD530TM SD437RC  H34301GI SD13301B SD2430LB SD7301B

| o | wes | 1e | 128 | 1w | 112 | am; | 102 | 12 |

72 horas
CONTROL SD2037TM SD130RC SD530TM SD437RC  H3430LGI SD1330LB SD24301B SD730LB

|0 | asi | asi | 95 | 173 | 130 | 1s8 | 105 | 161

30°C

4°C

30°C

4°C

Figura 18: Hidrolisis de almiddon de cepas bacterianas aisladas de rizosfera de P.
chiapensis. En la figura se muestran los halos de hidrdlisis a dos temperaturas y con
sus respectivos indices de hidrdlisis.
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7.9 Capacidad de hidrdélisis de almidon por bacterias promotoras de la
germinacién de P. chiapensis

Las bacterias aisladas mostraron tener la capacidad de acelerar el proceso de
germinacion de las semillas de P. chiapensis, se propone que estas bacterias
poseen diferentes propiedades PGPR y que gracias a estos mecanismos se ve
favorecido el proceso de germinacién, a su vez, se explor6 la posibilidad de que
estos aislados bacterianos sean capaces de sintetizar enzimas que favorezcan la

hidrolisis de los componentes de reserva que se encuentran en el mega gametofito.

Se probo si todos los aislados promotores de la germinacion eran capaces de
hidrolizar el almidon. Este ensayo se realizo en agar minimo base K adicionado con
el almidon de papa. Las placas se incubaron a 30 y 4 grados centigrados. Se
determind la razon entre el halo de bacteria y el halo de hidrolisis de almidon. Las
cepas SD2037TM (Dyella), SD437RC (Bacillus), SD1330LB (Bacillus), SD730LB
(Bacillus), SD130RC (Bacillus), H3430LGI (Bacillus), SD2430 LB (Luteimonas) y
SD530TM (Bacillus) hidrolizaron almidén a 30° C y 4° C, observandose mayor
hidrolisis a 4 grados (Fig. 18).

7.10 Aislamiento e identificacion de cepas fungicas y bacterianas de semillas
de P. chiapensis.

Al trabajar con las semillas de P. chiapensis, se observd que existian
microorganismos persistentes en las semillas a pesar de diferentes procesos de
lavado y desinfeccién superficial y que la presencia de estos microorganismos
afectaba la viabilidad tanto de la semilla como del germinado (Fig. 19). Esos
microorganismos fueron aislados e identificados en colaboracion con la QFB
Ménica Mufios (Mufios F. M., 2017). Para las bacterias se utiliz6 en el medio de

cultivo LB, mientras que con los hongos se utilizé el medio Sabouraud.
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Figura 19: Dafo de semillas y germinados de P. chiapensis y
microorganismos de semilla: Fotos de semillas sometidas a lavado superficial
y germinadas en agar agua con presencia de microorganismos enddfitos.

Se aislaron ocho cepas flingicas y cinco cepas bacterianas. Estos aislados fueron
identificados utilizando enfoques de morfologia macroscopica, microscopica y
molecular. A nivel macroscépico en el caso de las bacterias se describié la
morfologia de la colonia, mientras que a nivel microscépico para los hongos se

describio las caracteristicas de sus micelios, hifas y cuerpos fructiferos (Tabla 9).

A los aislados fungicos se les denominé numéricamente (Cepa 1, 2, 3,4,5,6, 7y
8). A los aislados bacterianos se les denomino alfabéticamente (cepa A, B, C, Dy
E).

La Cepa 1 mostrd una colonia filamentosa, vellosa y con surcos radiales, margenes
definidos con textura algodonosa de color blanco - grisacea, al observarla al
microscopio se pudieron observar cuerpos fructiferos sostenidos por hifas septadas
hialinas, presencia de conidioforos, metulas y fialides alargadas con produccion de
conidios. La cepa 2 presentd una colonia algodonosa con surcos radiales de color
blanco con un anillo verde y centro gris, al microscopio se observé la presencia de
hifas cenociticas, ramificadas, hialinas, conidiéforos, fiadlides en forma de botella y

conidios globosos.
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Tabla 9: Descripcion de las cepas fungicas aisladas de semillas de P. chiapensis.

. Morfologia Morfologia Morfologia Morfologia
Cepa Género o 2 . 2 ) o
Macroscoplca macroscopica Mlcroscoplca microscopica
Colonia " \ '
filamentosa, vellosa { \ 'S Hifas septadas
y con surcos hialinas, con
T radiales, margenes conidioforos
1 Penicillium definidos con simples, metulas,
textura algodonosa, fidlides y conidias
de color blanco- hialinos.
grisacea.
Colonia Hifas cenociticas,
algodonosa, ramificadas,
Trichoderma surcos radiales, hi_a!inas,
2 de color blanco conidioforos,
con un anillo fidlides en forma
verde y centro de botella'y
gris conidias globosas
Colonia Hifas cenociticas,
Trichoderma algodono_sa, _C(_Jnidi(?fo_ro
3 surcos radiales, hialino, fidlides
blanca, con un alargadas con
anillo verde conidios globosos
Hifas cenociticas,
Colonia conididéforos
aterciopelada y hialinos, fialides
4 Trichoderma algodonosa con alargadas en
centro verde y forma de botella
coloracion blanca con conidias
globosas.
. Hifas cenociticas,
Colonia conidiéforos
hlgodonosa, con hiali .
_ ellosidades de ialinos, fialides
5 Trichoderma alargadas en

olor blanco con
un centro
pequefio verde

forma de botella
con conidias
globosas.
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Trichoderma

Diaporthe

Colonia
algodonosa y

Hifas cenociticas,
conidiéforos
hialinos, fidlides
alargadas en
forma de botella

aterciopelada de
color blanco
grisaceo, con un
centro beige

el centro verde con conidias
globosas.
. Micelio
Colonia vellosa )
macrosifonado

| hialino y tabicado
sin presencia de
s cuerpos

fructiferos

Cladosporium

Colonia
aterciopelada,
vellosa, con
pliegues radiales
de color verde
obscuro en el
centro de la
colonia
aclarandose en la
periferia con
margenes
blancos.

ifas septadas,
amificadas con
conidiéforos,
fialides
alargadas,
conidios
elipsoides.

Caracteristicas macroscépicas y microscoépicas de las ocho cepas fungicas aisladas de las semillas de P. chiapensis.

La cepa 3 presentd una colonia algodonosa blanca con surcos radiales y presencia

de un anillo verde, al microscopio presenté hifas cenociticas con conidioforos

hialinos, fialides alargadas con conidios globosos. En la cepa 4 la colonia fue

aterciopelada y algodonosa con centro verde y coloracion blanca, al microscopio se

observaron hifas cenociticas, conidiéforos hialinos, fialides alargadas en forma de

botella con conidios globosos. La cepa 5 presentd una colonia algodonosa, con

vellosidades de color blanco con un centro pequefio verde, al microscopio presento

hifas cenociticas, conidiéforos hialinos, fialides alargadas en forma de botella con

conidios globosos. La cepa 6 presenté una colonia algodonosa y aterciopelada de

color blanco con el centro verde, al microscopio se observaron hifas cenociticas,

conidiéforos hialinos, fialides alargadas en forma de botella con conidios globosos.
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La cepa 7 presentd una colonia vellosa aterciopelada de color blanco grisaceo, con
un centro beige, al microscopio se observé un micelio macrosifonado hialino y
tabicado sin presencia de cuerpos fructiferos a pesar de crecerlo en diferentes
medios de cultivos. La cepa 8 presentd una colonia aterciopelada, vellosa, con
pliegues radiales de color verde obscuro en el centro de la colonia, aclarandose en
la periferia con margenes blancos, al nivel de microscopica se observaron hifas
septadas, ramificadas con conidiéforos, fidlides alargadas, conidios elipsoides
(Tabla 9).

M12 345 678

LA L T

1500 pb

Figura 20. Amplicones de cepas bacterianas y fungicas. A: Amplificado del gen 16S
rRNA de las 5 cepas bacterianas aisladas de semillas de Pinus chiapensis B: Amplificado de la
region intergenica y un fragmento del gen 5.8S rRNA de las 8 cepas flingicas aisladas de semillas

de P. chiapensis.

Para la identificacién genotipica, las cepas bacterianas fueron cultivadas por 18
horas y los aislados fangicos por 7 dias. A partir de DNA total de las cepas
bacterianas se amplificé el gen 16S rDNA utilizando los oligonucle6tidos UN27F 5'-
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5-CAGGGGCGGTGTGTACA-3/,
para el caso de los hongos se amplificé la regién intergenica y un fragmento del gen
5.8S rDNA, utilizando los oligonucleétidos ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
y ITS45-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3'.
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Figura 21. Arbol filogenético de las cepas bacterianas A, B, C,
D y E: La historia evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-
Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la
rama = 0.503639870. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando
el método de maxima verosimilitud compuesta y estan en las unidades
del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyé 99
secuencias de nucleétidos. B: Bacillus.
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P.janthinellum.94.DS .
P.janthinellum.EAS146 .
P.janthinellum.KUC5018 .
P.janthinellum .
P.janthinellum.F14 .
P.ludwigii.CBS417.68 .
P.glaucoroseum.NRRL908 .
P.griseopurpureum.CBS .
P.ochrochloron.LP73 .
P.janthinellum.A8 .
Penicillium.HGUP2011 .
P.janthinellum.ATCC4845 .
100 P.janthinellum.GXCR .

P.aff janthinellum.P43 .
P.janthinellum.OTU610 .
P.ludwigii.ATCC9112 .
Coniothyrium.sp.CBMAI1031 .
P.simplicissimum.IR.4Pa .
P.simplicissimum.IR.5Su .
P.cremeogriseum.CBS .
P.cremeogriseum.ATCC.18323 .
Basidiomycota.sp.CBMAI .
P.janthinellum.P1 .
P.janthinellum.P273 .

P.simplicissimum.BK364 .

P.ludwigii.END24 .

—ll Aspergillus

Figura 22. Arbol filogenético de la cepa flngica 1: La historia evolutiva fue inferida usando el
método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama = 0.16916807.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de méaxima verosimilitud compuesta y estan en
las unidades del niamero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyé 33 secuencias de
nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. P: Penicillium
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T.erinaceum.SN10 .
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Figura 23. Arbol filogenético de las cepas flngicas 2, 3, 4, 5y 6: La historia evolutiva fue inferida
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama =
0.25724839. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud
compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyo 38
secuencias de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. T:
Trichoderma.
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Figura 24: Arbol filogenético de la cepa flngica
método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con

S.ochraceum.CBS.428.67 ..

7: La historia evolutiva fue inferida usando el
la suma de la longitud de la rama =1.03338722.

Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud compuesta y estan en
las unidades del ndmero de sustituciones de bases por sitio. El analisis incluyé 27 secuencias de
nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. D: Diaphorte.
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Figura 25: Arbol filogenético de la cepa fangica H8: La historia evolutiva fue inferida usando el
método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama =0.39575319.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud compuesta y estan en
las unidades del niumero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis incluyé 33 secuencias de
nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. C: Ciclosporum.
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De las cepas bacterianas se obtuvo un amplificado de 1.3 Kb y de las cepas
fungicas de 500 pb. Los productos de PCR fueron concentrados y enviados al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM para su secuenciacién (Figura 20). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias obtenidas del programa
BLAST, con dichas secuencias recopiladas se procedid a la construccion de
arboles filogenéticos. La distancia evolutiva se infirid6 mediante el uso de un analisis

de Neighbor joining.

Las cepas fungicas se pudieron diferenciar en cuatro clados; la cepa fungica uno se
encuentra cerca del género Penicillium (Figura 22), las cepas fungicas 2,3,45y 6
se encuentran cerca del género Trichoderma (Figura 23), la cepa fungica 7 se
encuentra cercana al género Diaphorte (Figura 24) y la cepa 8 se encuentra

cercana al género Cladosporium (Figura 25).

Respecto a las cepas bacterianas aisladas de las semillas, todas se ubicaron
proximas al género Bacillus (Figura 21).

7.11 Ensayos de antagonismo de bacterias aisladas de rizosferay de semillas

de P. chiapensis contra cepas fungicas aisladas de semillas de P. chiapensis.

Se procedi6 a realizar un ensayo de antagonismo retando a las 18 cepas
bacterianas ya identificadas como promotoras de la germinacion de este pino y que
ademas poseen diferentes cualidades PGPR mas las 5 cepas aisladas de semillas
de P. chiapensis contra las cepas aisladas de semillas que posiblemente
provocaban un dafio en el proceso de germinacion como en la plantula, este

ensayo se realizo en el medio Sabouroud.

La cepa fungica 1 que corresponde al género Penicillium, cepa 2 que corresponde
al género Trichoderma y la cepa 8 que corresponde al género Cladosporium no
fueron inhibidas por ninguna bacteria probada, mientras que los hongos faltantes

presentaron inhibicién por lo menos por una bacteria (Figura 26).
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Figura 26: Efecto inhibitorio de hongos de semillas de P. chiapensis por cepas
bacterianas. Las cepas bacterianas utilizadas fueron las 18 cepas aisladas de rizosfera y las 5
cepas aisladas de semillas de P. chiapensis.

Los hongos 3, 4 y 5 que pertenecen al género Trichoderma, mostraron una ligera
inhibicion por la bacteria SD2037TM (Dyella) (Figura 26).

El hongo 4 perteneciente al género Trichoderma presente un retardo de crecimiento
por las cepas H1330LGI (Burkholderia), SD437RC (Bacillus), mientras que fue
fuertemente inhibido por la cepa A (Bacillus). El hongo 5 perteneciente al género
Trichoderma mostré una fuerte inhibicién por las cepas B, C y E (Bacillus). En el
hongo 6 perteneciente al género Trichoderma se observé que existe una fuerte
inhibicién por las cepas A, B, C y E. Por ultimo, el hongo 7 perteneciente al género
Diaporthe mostro una ligera inhibicion por las cepas H5630LGI (Sthaphylococcus),
SD730LB (Bacillus), A (Bacillus), mientras que por las cepas H130LGI
(Burkholderia), A, B y C (todas pertenecientes al género Bacillus) se ve una fuerte

inhibicion (Figura 26).
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8. Discusioén

P. chiapensis es un pino que se encuentra en peligro de extincion, esto es debido a
que su poblacién ha disminuido drasticamente en los Ultimos afios (Malan F. S.,
2001; Del Castillo R.F. and Acosta F., 2002).

En México la poblacion de P. chiapensis va a la baja, se ha observado que la
presencia de asentamientos en rodales de este pino ha sido un factor decisivo para
la disminucién de su poblacion, por el cambio de suelos a agricolas, ademas de
que la presencia de animales que ingieren las semillas producidas (Ledig F.T.,
1998). A su vez la diversidad genética de este pino se encuentra dentro de los
rangos aceptables (Del Castillo R.F. et al, 2010), siendo este un factor menos de la

disminucién de su poblacion en diferentes rodales.

En el estado de Puebla existen lugares donde el pino se ha desarrollado sin
perturbacién. En estos sitios los arboles crecen muy bien, encontrandose individuos
de todas las etapas de crecimiento junto con otras plantas, pero también existen
otros lugares que denominamos “alterados”, donde la poblacién de P. chiapensis es
muy baja. En éstas se observan solo arboles adultos que, aunque son productores

de semillas, estas semillas no son capaces de germinar ni de establecerse in situ.

P. chiapensis es una especie tipica en suelos de tipo Andisol y Acrisol (Martinez A.
et al, 2018), donde P. chiapensis ha demostrado crecer en poblaciones bien
establecidas en México. En este estudio se hizo un analisis comparativo entre las
caracteristicas fisicoquimicas de los suelos muestreados de los rodales Hueyapan y
San Diego, catalogados como rodales no alterados y el rodal alterado Cuatempan
muestreado por Vera C.B. Los suelos en las tres localidades analizadas son tipo
Andisoles. En las tres localidades, Hueyapan, San Diego y Cuatempan su clima
tiene una transicion de templado humedo a semicalido hiumedo. En cuanto al tipo
de suelo presentan franco con apariencia de sedimento para ambas localidades de

San Diego y Hueyapan, mientras que Cuatempan tienen un suelo de tipo arcilla. El
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pH del suelo de las localidades se puede considerar como ligeramente acido a
neutro con un ligero aumento de 11.14% (pH de 7.82) en Hueyapan. Los demés

parametros analizados varian segun la localidad.

Aunque existen variantes en los valores fisicoquimicos del suelo de los tres rodales
analizados, todos se encuentran dentro de los pardmetros reportados para la
germinacion y establecimiento de P. chiapensis (CONAFOR).

El analisis de correspondencia mostré que las variables fisicoquimicas del suelo
contribuyen de manera principal (71.8%) al racimo perturbado por humanos que se
separa mucho del racimo no perturbado, lo que indica que estos pardmetros tienen
un papel importante en la distribucion del pino. Es bien sabido que las
caracteristicas fisicoquimicas de los suelos estan asociadas con el desarrollo del
crecimiento de cualquier planta. En este analisis se pudo encontrar algunas
asociaciones entre ciertas caracteristicas del suelo, siendo la mas relevante la
arcilla en el rodal ubicado en la localidad de Cuatempan catalogada como
perturbada o alterada. La arcilla estd asociada con la presencia de varios
minerales. Se ha reportado que las propiedades de intercambio catiénico de las
arcillas son importantes para retener los iones y nutrientes de las plantas, ademas
tienen selectividad catiénica en los suelos, lo que permite que las plantas crezcan
adecuadamente (Dixon J.B, 1991). Esto quiere decir que los nutrientes en el rodal
alterado no estan afectados para justificar la ausencia de germinacién de las

semillas de P. chiapensis.

Otra asociacién en este estudio fue la presencia de bacterias PGPR y sodio en el
suelo de sitios no perturbados ubicados en San Diego y Hueyapan, lo que sugiere
que las bacterias PGPR aisladas de suelos con Na* podrian ser beneficiosas para
la distribucion de este pino, es decir que dichas bacterias favorezcan el crecimiento
de este pino en dichos suelos salinos. Se sabe que, en los suelos hipersalinos, las
bacterias PGPR con capacidad halo tolerante ayudan a las plantas a resistir esta
condicion y proporciona compuestos inorganicos como el acido indol acético (IAA),

etileno, 1l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, compuestos
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organicos volatiles (COV), antioxidantes para su correcto crecimiento, entre otros
(Abbas R. et al, 2019; Aristizabal, M. A. R. et al, 2019). Las comunidades
microbianas también pueden activar los genes sensibles al estrés para el
crecimiento, rendimiento y desarrollo de las plantas en condiciones de estrés
(Abbas R. et al., 2019). Nuestros resultados demuestran que las bacterias PGPR
promueven la germinacion de la semilla, aunque el mecanismo exacto no esta

claro.

Referente a la localidad de Hueyapan se han reportado ensayos de plantaciones
donde evaltan la capacidad de establecerse de P. chiapensis con semillas
producidas en rodales naturales de esta comunidad, pudiendo observar que el 96%
de los pinos son capaces de sobrevivir y reproducirse. El vigor de estos pinos es
normal, el dafio ocasionado por ardillas es bajo, solo de un 13%, concluyendo que
las semillas producidas son viables en suelos que posean las caracteristicas

necesarias para P. chiapensis (Mufioz-Flores H.J. et al, 2015).

Con todo lo anterior se observa que en el aspecto fisicoquimico de los suelos de los
tres rodales analizados no poseen algun factor decisivo que afecte la germinacion y
establecimiento de P. chiapensis. Estos datos sugieren que pueden estar
involucrados otros factores, uno de ellos es la microbiota presente en los suelos. Se
sabe que existen microorganismos que poseen capacidades para promover el
crecimiento y establecimiento de las plantas denominados PGPRs, y que estos

favorecen el éxito de diversas plantas.

En este estudio se aislaron un total de 418 cepas bacterianas de los rodales no
alterados ubicados en las localidades de San Diego y Hueyapan. Al probar si estas
cepas bacterianas tenian la capacidad de afectar positivamente el proceso de
germinacion de las semillas de P. chiapensis se pudo observar que 18 de estas
cepas bacterianas tenian la capacidad de promover la germinacién y aumentar el
tamafio del germinado. Cabe mencionar que en el estudio previo de Vera C.B.
(2014), donde se aislaron 80 cepas bacterianas del rodal alterado ubicado en la

localidad de Cuatempan fue imposible aislar bacterias que fueran capaces de
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promover la germinacion de las semillas de P. chiapensis, a su vez se puede notar
una clara diferencia en la poblacion aislada de cepas bacteriana siendo esta menor
comparada con las 177 cepas bacterianas aisladas del rodal no alterado ubicado en
la localidad de San Diego y las 241 cepas bacterianas aisladas del rodal no
alterado ubicado en la localidad de Hueyapan. Estos datos muestran que las
poblaciones de la carga bacteriana entre estos rodales son diferente, al menos
hablando de las bacterias cultivables.

Dentro de las bacterias aisladas que fueron capaces de promover la germinacion
de P. chiapensis pudimos identificar diferentes géneros, ubicando a nuestros
aislados bacterianos promotores de la germinacion dentro de ocho géneros. Estos
fueron Bacillus, Paraburkholderia, Dyella, Luteimonas, Enterobacter, Cupriavidus,
Staphylococcus y Echerichia. Todas estas cepas fueron aisladas de los rodales no
alterados, es decir de los rodales donde la poblacién de P. chiapensis se encuentra
bien establecida sin intervencién antrépica. Se tiene ya documentado que este tipo
de pino es muy sensible a la contaminacién y se establecen en lugares no alterados
antropicamente, esto podria explicar porque sélo las bacterias de rodales no

alterados tienen un efecto positivo en la germinacién (Martinez M., 1998).

Muchos de los microorganismos rizosféricos poseen actividades de promocion del
crecimiento de las plantas que benefician el establecimiento de las plantas.
Hablando especificamente de pinos se sabe que existen diferentes géneros
bacterianos que son capaces de asociarse con diferentes especies de estos, se
tiene reportado que bacterias pertenecientes a las especies Burkholderia
viethamiensis, Paenibacillus polymyxa, Enterobacter cloacae, B. fungorum,
Gluconacetobacter, Bacillus subtilis y Rhabdits sp. son capaces de realizar este tipo
de asociacion. (Madmony A. et al, 2005; Xin G. et al, 2009; Anand R. et al, 2013;
Andreolli M. et al, 2013).

Dentro de los géneros aislados, existen géneros ya descritos como bacterias PGPR
por su capacidad de promover el crecimiento de las plantas por algiin mecanismo

ya conocido. Un ejemplo es el caso de Bacillus, el cual es un género con capacidad
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de producir antibidticos, antifingicos, ademas de ser capaz de colonizar las raices
de plantas (Zhang N. et al, 2016). Otro género es Paraburkholderia el cual se ha
descrito que tiene la capacidad de producir auxinas y etileno promoviendo la
germinacion de diferentes plantas (Ribeiro C.M. et al, 2012; Naveed M. et al, 2014;
Poupin MJ. et al, 2016).

Las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) se han
utilizado para promover el establecimiento de pinos. Los mecanismos de promocion
del crecimiento de las plantas por bacterias rizosféricas incluyen la produccion de
fitohormonas (acido indol-3-acético, 1AA), la produccion de sideréforos, actividades
enzimaticas que ayudan indirectamente al crecimiento de las plantas, el
antagonismo contra los patégenos de las plantas, provocar la tolerancia de los
arboreas a hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH’s), entre otros (Probanza A.
et al, 2001; Barriuso J. et al, 2008; Hou J. et al, 2015; Paterson J. et al, 2016;
Rajkumar M. et al, 2009; Andreolli M. et al, 2013; Anand R. et al, 2013). Se ha
descrito que las bacterias de muchos géneros tienen actividad promotora del
crecimiento de las plantas. Por ejemplo, se ha demostrado que las bacterias que
pertenecen al género Paraburkholderia son capaces de producir IAA, sideroforos,
ACC desaminasas y compuestos antibioticos. Estas bacterias tienen potencial
biotecnolégico para controlar los patégenos y disminuir el estrés bibtico y abidtico
(Naveed M. et al, 2014; Eberl L & Vandamme P., 2016; Esmaeel Q. et al, 2018).
Las bacterias pertenecientes al género Dyella, aisladas de suelos forestales (Zhou
X. Y. et al, 2019; Ou F. H. et al, 2019), mostraron su capacidad para producir
fitohormonas, solubilizar fosfatos y sintetizar ACC desaminasas (Palaniappan P. et
al, 2010; Contreras M. et al, 2016). Algunas especies de este género también
tienen potencial de aplicacién biotecnoldgica para la degradacién de compuestos
fendlicos y el biocontrol (Zhou H. et al, 2012; lasur-Kruh L., 2018). La capacidad del
género Bacillus para producir compuestos asociados con un aumento en el tamafio
y el peso de las plantas también esta bien documentada, por ejemplo, la produccion
de AIA (Kumar P. et al, 2012). Este género también es capaz de eliminar metales
toxicos como el cromo, neutralizando su efecto negativo mediante bombas de

eflujo, reduciendo Cr (VI) a Cr (lll), y activando las enzimas involucradas en el
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proceso de desintoxicacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Sethuraman P. y Balasubramanian N. 2010). Algunas especies del género
Enterobacter se han reportado como PGPR, debido a la capacidad de producir AlA
y también fueron capaces de solubilizar fosfatos, fijar nitrdgeno, producir sideréforos
(Sarkar A. et al, 2018; Pramanik K. et al, 2018; Shahid M. et al, 2019; Chakraborty
P. et al, 2019), proteger a las plantas contra la toxicidad de los metales mediante la
produccion de compuestos antioxidantes (Das A. & Osborne J. W 2018) y tienen
una actividad ACC desaminasa que desempefia un papel importante en el
mantenimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas al reducir la senescencia
(Upadhyay S.K. et al, 2011; Habib S.H. et al, 2016). El género Luteimonas fue
descrito por primera vez por Finkmann W. y colaboradores (2000) y ha sido aislado
de diferentes ambientes contaminados y suelos rizosféricos (Zhang D.C. et al,
2010; Sun Z.B. et al, 2012; Xin Y. et al, 2014; Mu Y. et al, 2016; Ngo H.T. et al,
2016; Cheng J. et al, 2016). Estas bacterias pueden eliminar los contaminantes del
combustible del suelo, participando activamente en la restauracién del suelo (Mu Y.
et al, 2016). De todos los géneros bacterianos descritos, aunque se les han
atribuido el mejoramiento del crecimiento de las plantas, ninguno habia sido

reportado como un promotor del crecimiento de P. chiapensis hasta este estudio.

Las bacterias promotoras de la germinacion solo se lograron identificar de los
rodales no alterados. Hay que tener presente que el suelo es un sistema complejo
que comprende una variedad de microhabitats con diferentes gradientes
fisicoquimicos y condiciones ambientales discontinuas que van a favorecer la
presencia 0 ausencia de diferentes microorganismos. Bajo este concepto, la
microbiota de los diferentes rodales podria estar alterando tanto la germinacion
como posiblemente su establecimiento. Es decir, que la microbiota presente en el
momento que la semilla entra en contacto con el suelo, es capaz de establecer una
relacion benéfica, al menos en la etapa de la germinacion, y que debido a la
pérdida de esta microbiota en algunos de los rodales donde antes era exitoso el
establecimiento de este pino, ahora su poblacion se encuentra disminuyendo

drasticamente.
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La capacidad que tienen algunas bacterias de promover la germinacion en este
estudio se pudo clasificar como efectos calendario e intensidad, es decir que las
bacterias promotoras de la germinacion son capaces de aumentar el nUmero de
semillas germinadas y que éstas germinen en un menor tiempo. En cuanto al efecto
calendario se pudo observar que en el primer periodo que comprende del 0 hasta el
quinto dia, ninguna de las bacterias probadas tuvo un efecto significativo con
respecto a los controles no inoculados, lo que nos podria mostrar que las bacterias
necesitan un periodo de adaptacién. Es decir que la bacteria puede estar
modificando receptores o concentrando metabolitos como AlA, giberelinas, entre

otros, que le permitiran realizar una relacion de tipo simbidtica con dicha semilla.

En los periodos dos y tres se observa efectos positivos dependientes de la bacteria
inoculada, pudiendo observar que las cepas SD2037TM (Dyella), poseen un efecto
calendario en el tercer periodo, y las cepas SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB

(Luteimonas) poseen un afecto tanto en el segundo como tercer periodo.

Con respecto a la cepa bacteriana SD2037TM (Dyella), se observo que tarda mas
en lograr que las semillas de P. chiapensis germinen, pero cuando la germinacién
empieza lo hace de manera exponencial, es decir que una gran cantidad de
semillas empiezan a germinar al mismo tiempo, esto se puede relacionar con la
capacidad de producir fitohormonas. El andlisis de la produccién de indoles y
giberelinas nos mostr6 que esta bacteria es capaz de sintetizar dichas
fitohormonas, pero la produccién de estas es progresiva observando que a las 24
horas tenemos una produccién de 0.5 pg de indoles/ml de proteinas y de 1.45 ug
de indoles/ml de proteinas a las 48 horas, en comparacién de las cepas SD330TM
(Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas) que poseen un afecto tanto en el
segundo como tercer periodo donde estas tienen una produccion de indoles de 1.38
Hg de indoles/ml de proteinas y 0.82 ug de indoles/ml de proteinas a las 24 horas
respectivamente. Esto podria justificar porque la cepa SD2037TM (Dyella) solo

tiene un efecto en la germinacion en el tercer periodo.
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Respecto a estas tres cepas (SD2037TM, SD330TM y SD2430LB), estas se
establecen y mantienen en los 14 dias analizados, es decir que las poblaciones de
las bacterias aumentan conforme el paso de los dias, hasta llegar a una poblacién
adecuada que les permitiria lograr una concentracion de fitohormonas y otros
posibles metabolitos que favorecen la pronta germinacion de semillas de P.

chiapensis, ademas de aumentar el tamafio del germinado.

Todas las cepas analizadas tienen la capacidad de aumentar el tamafo del
germinado y fomentar la germinacion de las semillas de P. chiapensis, aunado a
esto, nueve cepas tienen la cualidad de poseer un efecto intensidad. Es decir que
las cepas H1830TM (Bacillus), H3430LGI (Bacillus), SD1330LB (Bacillus),
SD1730LB (Bacillus), SD2037TM (Dyella), H130LGI (Paraburkholderia), SD2430LB
(Luteimonas), SD330TM (Enterobacter) son capaces de lograr la germinacion de

una cantidad mayor de semillas que el control.

El ensayo de compatibilidad de las cepas bacterianas con un efecto calendario
arrojo resultados interesantes, pudimos observar que no todas las cepas
bacterianas que poseen este efecto son capaces de subsistir juntas y que la co-
existencia de estas puede depender de la presencia o usencia de nutrientes en el
medio donde se encuentren. En la inoculacion de las tres cepas SD2037TM
(Dyella), SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas) en medio LB se ve
inhibido el crecimiento de la cepa SD2037TM (Dyella). En la cepa SD330TM
(Enterobacter) se observo crecimiento hasta las 72 horas con una poblacion baja
de 102 UFC, mientras que la cepa SD2430LB (Luteimonas) crecié desde las 24
horas, manteniendo su poblacion de 10° UFC hasta las 72 horas. Este
comportamiento se ve modificado cuando crecen en medio minimo base K, a
excepcion de la cepa SD2037TM (Dyella) donde también fue inhibido su
crecimiento, no pudiendo visualizar crecimiento en los tiempos analizados. En
cuanto a las cepas SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas) se pudo
observar que a las 24 horas las dos cepas tienen una poblacién similar. Sin
embargo, con el paso del tiempo la poblacion de la cepa SD330TM (Enterobacter)

disminuye hasta que a las 72 horas ya no se detecta. En cuanto a la cepa
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SD2430LB (Luteimonas) se ve un aumento de su poblacién de 108 UFC a las 48
horas teniendo una baja a las 72 horas de 10* UFC, es de notar, que cuando se
encontraban las dos cepas a las 24 horas se mantuvieron estables, con el paso del
tiempo la cepa SD2430LB (Luteimonas) se favorecidé con la disminucion de la
poblacién de la cepa SD330TM (Enterobacter), pero en vez de aumentar su
poblacion cuando esta cepa desaparecio, se visualizd que la ausencia de esta cepa
afecto su crecimiento, teniendo una disminucién de su poblacion. Al analizar el
comportamiento de estas tres bacterias en el medio papa dextrosa observamos que
la cepa SD2430LB (Luteimonas) inhibe tanto a SD2037TM (Dyella) como a
SD330TM (Enterobacter), manteniendo poblaciones estables de 10® a 10° UFC
hasta las 72 horas analizadas, deduciendo que en este medio no necesita a
ninguna bacteria y que este medio favorece a la produccién de posibles metabolitos
de la cepa SD2430LB (Luteimonas), que provocan la inhibicion de las otras dos

cepas bacterianas.

En cuanto a los ensayos de crecimiento de cepas en pares (coinoculadas) es
curioso observar que en el medio minimo no le fue posible crecer a ninguna
combinacion de cepas. Sin embargo, en medio LB, se pudo notar que las cepas
SD2037TM (Dyella) y SD2430LB (Luteimonas) no pueden crecer juntas en los tres
tiempos analizados. En la combinaciéon de SD2037TM (Dyella) y SD330TM
(Enterobacter), se observo que sélo la cepa SD330TM (Enterobacter) puede crecer,
pero al paso del tiempo ésta disminuye drasticamente observando que, a las 72
horas apenas si se observan 2 colonias en la primera dilucion. Esto nos da la idea
de que la cepa SD2037TM (Dyella) es capaz de estar presente con una baja
poblaciébn y que esta puede estar produciendo un metabolito que necesita
SD330TM (Enterobacter) y que con el paso del tiempo la concentracién de este
disminuye con la desaparicion de esta cepa bacteriana y por ello el crecimiento de
la cepa SD330TM (Enterobacter) se vea afectado. Por otro lado, en la combinacion
de las cepas SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas), sélo la cepa
SD2430LB (Luteimonas) fue capaz de crecer, llegando a una poblacién de 10° UFC

a las 72 horas, observando que la cepa SD2430LB (Luteimonas) vuelve a inhibir el
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crecimiento de SD330TM (Enterobacter) y esta vez no es necesaria para su

crecimiento.

En cuanto al ensayo de co-inoculacion en el medio papa dextrosa en la
combinacion SD2037TM (Dyella) y SD330TM (Enterobacter) se observé que ambas
pueden crecer hasta las 72 horas detectando poblaciones bajas de 10!y 102 UFC
respectivamente, pudiendo observar que son capaces de coexistir, pero necesitan
tiempo para adaptarse en este medio. La combinacion de las cepas bacterianas
SD2037TM (Dyella) y SD2430LB (Luteimonas) presentd el mismo comportamiento
gue en el medio LB y medio minimo, no pudiendo detectarse ninguna de las dos
cepas en los tres tiempos analizados. En el co-cultivo de las cepas SD330TM
(Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas) se observdé que la cepa SD2430LB
(Luteimonas) crece establemente alcanzando poblaciones de hasta 10° UFC,
mientras que la cepa SD330TM (Enterobacter) se ve inhibida completamente. Esto
deja claro que la cepa SD2430LB (Luteimonas) bloquea el crecimiento de SD330LB
(Enterobacter) y que esta no es capaz de producir ningun dafio a la cepa
SD2430LB (Luteimonas).

Estas interacciones observadas in vitro dan una idea del complejo equilibrio que
debe existir en el suelo para poder favorecer las interacciones planta-bacteria. Se
cree que las interacciones competitivas son un factor clave que controla la
estructura y la diversidad de la comunidad microbiana presente en el suelo y que
esto puede definir una determinada carga microbiana. Las interacciones pueden
favorecer diferentes cepas microbianas, incluso una cepa bacteriana puede adquirir
mutaciones espontaneas en sistemas de transduccion de sefales que regulan
varios procesos gue se han visto ser importantes para la interaccion bacteria planta,
estas mutantes predominan bajo ciertas condiciones ambientales a las de la cepa
silvestre, pero sin eliminarla, actuando ambas variantes de manera mutualista
(Chancey S.T. et al, 2002, William W. et al, 2011).

Se ha documentado como se puede establecer un equilibrio dinamico de la

diversidad de cepas bacterianas impactando la estructura del suelo y el aislamiento
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espacial en la diversidad microbiana y la estructura de la comunidad. Existen
evidencias que indican que el efecto de bacteriocinas puede promover mas que
eliminar la diversidad microbiana en el ambiente (Benjamin K. et al, 2002).

Benjamin Kerr (2002), estableci6 que es posible que la generacion y el
mantenimiento de la biodiversidad coexistan cuando la dispersién y la interaccion
son locales, mientras que una cepa excluye a las otras cuando la comunidad esta
bien mezclada. Menciona tres diferentes tipos de ambientes uno al que denomina
en frasco (liquido), a este lo define como un entorno bien mezclado en el que la
dispersiébn y la interaccion no son exclusivamente locales; el siguiente es
denominado en placa estatica el cual es un entorno en el que la dispersion y la
interaccién son principalmente locales; y por Gltimo esté el termino de placa mixta,

un entorno intermedio entre estos dos extremos.

Esto nos deja ver que las interacciones que se van a estar efectuando en la
rizosfera son complejos y diversos, el equilibrio entre poblaciones va a dar lugar al
correcto grupo de bacterias que controlandose entre si son capaces de otorgar su
maximo beneficio a la planta, en nuestro caso a un pino. En este mismo sentido el
ambiente o composicién de suelo de rodal perturbado o alterado ubicado en
Cuatempan, pudo verse modificado, lo que provocé que la poblacion microbiana se
afectara y que las bacterias que favorecian al establecimiento de P. chiapensis,
fueran disminuyendo, siendo desplazadas por otro grupo de microorganismos que
ahora les favorecia ese nuevo ambiente, provocando que la germinacion de P.
chiapensis ya no se viera beneficiada por algin microorganismos y esto justifique
porque no fue posible aislar bacterias promotoras de la germinacién de P.

chiapensis.

Dentro de las propiedades de las cepas aisladas estan la capacidad de producir
auxinas en concentraciones necesarias para tener un efecto directo en las plantas,
con rangos de 0.5 a 4 pg de indoles/ml de proteina con excepcion de la cepa
H830LGI (Echerichia) que fue capaz de producir hasta 29 pg de indoles/ml de

proteina. Existen diversos reportes de diferentes especies de Bacillus, Burkhordelia,
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Leclercia en donde se han caracterizado estos aislados y han observado que son
capaces de producir giberelinas e indoles y que ademas estas propiedades estan
relacionadas con la promocion de germinacion (Kampert M. et al, 1974; Gutiérrez-
Manero F.J. et al, 2001; Joo G. J. et al, 2004; Joo G. J. et al, 2009; Shahzad R. et
al, 2016; Raheem S. et al, 2017).

La capacidad de poder producir estos metabolitos por las cepas bacterianas
aisladas indica que pueden estar implicadas en su capacidad para fomentar la
germinacion del pino. Se ha documentado que el AlA juega un papel importante en
la germinacién. Se sabe que las semillas acumulaban altas cantidades de IAA
durante la imbibicién de semillas, el crecimiento y germinacién de las raices de las
plantulas (Bialek K. et al, 1992; Birgit K. et al, 2005). En estudios sobre la latencia y
germinacion de semillas de pino se ha encontrado que el IAA se acumula antes de
la germinacién en P. sylvestris, esta auxina va a estar implicada en el proceso de
germinacion y en la etapa temprana de elongacion. Se estima que dentro de los
primeros 12 dias el pino necesita sintetizar esta hormona para tener un correcto
desarrollo de este (Ljung K. et al, 2001). El efecto calendario observado por estas
cepas se podria deber a la produccion de AIA, es decir, las bacterias
proporcionarian AIA extra a lo que produce el pino. Asi se lograria que las
concentraciones necesarias de esta fitohormona se pudieran alcanzar en menor
tiempo, logrando la germinacion dentro de los primeros seis dias, ademas de

aumentar la elongacion de la plantula.

En cuanto el papel en la germinacion de la giberelina se ha reportado que es capaz
de romper el periodo de latencia del epicétilo en semillas, mostrando que las
giberelinas podrian regular parcialmente la inactividad de las semillas (Hao H. et al,
2014). Por otro lado, tenemos la presencia de enzimas hidroliticas en el cotiledon,
las cuales son las encargadas de proporcionar los nutrientes y energia para el
desarrollo del embrion. Se ha reportado que las que poseen un papel importante en
este proceso son las amilasas y que la actividad de esta aumenta en los primeros
10 dias de la germinacion de las semillas de pinos (Jones R.L. et al, 1991; Perata

P. et al, 1992; Yomo H. et al, 1973). Cabe mencionar que nuestras cepas que
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poseen el efecto combinado tienen la propiedad de producir giberelinas en
concentraciones que van de 0.6 a 0.121 pug/mg de proteina y producir AlA de 0.27 a
1.53 pg/mg de proteina, siendo un posible mecanismo para lograr el efecto de

disminucién de tiempos de germinacion y el aumento de las semillas germinadas.

Las concentraciones de AIA y giberelinas pueden tener diferentes efectos
dependiendo de la planta. En el caso particular de los pinos se han hechos algunos
estudios donde han analizado que la presencia de ambos es benéfica, como es el
caso de P. sylvestris en el que observaron que tanto las giberelinas como el AIA
estan involucrados en la regulacion del crecimiento longitudinal, viéndose reflejado
en la produccion de xilema y floema, en los brotes de dicho pino (Pharis R. P. et al,
1991). Zhao G. & Jiang X. (2014) mostraron que la giberelina exdgena promovio la
germinacion y el vigor de las plantulas en P. massoniana al mejorar la respiracion
en las semillas o disminuir los niveles de acido abscisico enddégeno. En P.
sylvestris, tanto las giberelinas como el IAA aumentaron el alargamiento del brote,
la produccién de xilema y floema y la concentracion de IAA (Wang Q. et al, 1997).

El fésforo es un elemento nutritivo esencial para las plantas. Constituye
aproximadamente el 0.2 por ciento del peso seco de una planta (Tak H.l. et al,
2012), y es uno de los nutrientes minerales mas importantes para P. taeda L
(Gatiboni L.C. et al, 2017), pero la concentracién de fosforo soluble en el suelo
suele ser muy bajo. El fosforo esta disponible principalmente en suelos con un pH
de alrededor de 6.5. Un rango de pH aproximado de 6 a 7 promueve la
disponibilidad de nutrientes para las plantas (USDA-NRCS). Los suelos del rodal
ubicado en la localidad de San Diego mostro un valor de pH dentro del rango ideal,
igual que rodal ubicado en la localidad de Cuatempan y solo el sitio de Hueyapan
mostré un pH de 7.82, que podria limitar la disponibilidad de P a las plantas debido
a la fijacion por calcio. Por lo tanto, el pH del suelo también podria ser un factor
para la distribucion de la planta, al afectar la disponibilidad de fosfato, que fue
contribuido por las rizobacterias. Ademas, las bacterias solubilizadoras de fésforo
pueden ayudar al crecimiento de las plantas al mejorar la actividad rizobial; esto se

logra estimulando la fijacién de nitrogeno, sintetizando fitohormonas y mejorando la
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biodisponibilidad de algunos elementos, como el zinc y el hierro (Wani P.A. et al,

2007), que estan poco biodisponibles en los suelos.

Nuestras 18 cepas bacterianas aisladas en este trabajo que mostraron efecto en
cuanto a la germinacion poseen la capacidad de solubilizar fosfatos, ademas de
observar acidificacion del medio donde crecen, en contrastes de las cepas tomadas
como controles negativos donde no se encontr6 que posean la capacidad de
solubilizar fosfatos ademas de no modificar el pH del medio donde crecen. La
solubilizacion de fosfatos ha sido reportada en diferentes géneros PGPR, los
mecanismos por lo cual realizan esta solubilizacién son diversos, uno de los
descritos es por el cambio en el pH, acidificando el medio y provocando una
solubilizacion de los fosfatos insolubles presentes. Este fendmeno se debe a la
liberacion de acidos organicos de bajo peso molecular por las bacterias en cuestion
(Fernandez L. et al, 2005). La importancia de este mecanismo radica en que
existen suelos con baja cantidad de fosfato disponible y este es uno de los
compuestos indispensables para las plantas, de ahi la importancia de que existan
bacterias en suelo que sean capaces de lograr hacer disponible para las plantas el
fosfato presente (Bar-Yosef B. et al, 1999; Ghosh R. et al, 2016; Castellano H. A. et
al, 2016). Otro mecanismo para la solubilizacion de fosfatos conocido es la
liberacibn de enzimas extracelulares que son capases de hacer disponible el
fosfato, como es la fosfatasa alcalina (McGill W.B & Cole C.V. 1981).

De los 18 aislados bacterianos aislados pudimos obtener un total de 8 géneros
(Dyella, Burkholderia, Bacillus, Staphylococcus Lysobacter, Leclercia, Echerichia y
Cupriavidus) siendo el mas representativo el género Bacillus con un porcentaje del
44%. Todos los géneros aqui identificados poseen diferentes caracteristicas de
bacterias PGPRs como solubilizacion de fosfatos, produccion de indoles, fijacion de
nitrogeno, produccion de la ACC (aminociclopropano-1-carboxilato) desaminasa,
etc. (Joo G. J. et al, 2005; Skorokhod I. O. et al, 2011; Liu W. et al, 2014; Verma P.
et al, 2016; Chauhan A. K. et al, 2016; Patil C. et al, 2016). Los cuales son

mecanismos que son capaces de fomentar el crecimiento de las plantas.
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Los aislados obtenidos en este estudio son capaces de promover la germinacion de
P. chiapensis, ademéas de producir AlA, giberelinas y solubilizar fosfatos. Todos
estos mecanismos pueden estar involucrados en la promocion de la germinacion,
pero en especial las concentraciones de AlA y giberelinas. Se observé que la cepa
SD2037TM (Dyella) fue una de las que obtuvo mejores resultados dando un tiempo
de germinacibn de menos de 6 dias y tamafio de germinado de mas de 97
milimetros, al analizar sus niveles de AIA se observd que es una de las cepas que
tiene una mayor produccion siendo de 1.48 ug de indol/ml de proteina a las 48
horas y que sus niveles de giberelinas a las 72 horas eran de 0.121 pg acido
giberilico/ml de proteina, mientras que la cepa H1637RC (Cupriavidus) fue la que
obtuvo el menor tamafio de germinado siendo de un poco mas de 77 milimetros,
dando un tiempo de germinacion de casi 7 dias y sus niveles de AlA a las 48 horas
fueron de 0.27 pg/ml de proteina, siendo la cepa que produjo menor cantidad de
AlA, de igual manera la produccién de giberelinas teniendo valores de 0.034 pg/ml

de proteina a las 72 horas.

Ademas de las cualidades antes descritas, se probé si las bacterias aisladas eran
capaces de hidrolizar almidén, obteniendo que las cepas SD2037TM (Dyella),
SD437RC (Bacillus), SD1330LB (Bacillus), SD730LB (Bacillus), SD130RC
(Bacillus), H3430LGI (Bacillus), SD2430LB (Luteimonas), SD530TM (Bacillus) son
capaces de hidrolizar almidén a dos diferentes temperaturas (4 °C y 30 °C),
observando una hidrolisis mayor a 4 °C. Esta cualidad nos da indicios de que estas

cepas bacterianas son productoras de algun tipo de amilasas.

Durante la embriogénesis se da una serie de sucesos que provocan la aparicién de
tejidos organizados con funciones especificas. Las semillas de angiospermas
acumulan las sustancias de reserva, en cuerpos proteicos (vacuolas especiales o
vesiculas originadas del RE), cuerpos lipidicos (oleosomas o esferosomas) y
amiloplastos. La composicion de las sustancias de reserva es diversa, esta
compuesta principalmente proteinas, lipidos e hidratos de carbono (Matilla A. J.,
2008). Diversos géneros bacterianos son capaces de producir amilasas que

favorecen la hidrolisis de almidon, promoviendo la germinacion, en este estudio se
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observd que las cepas productoras de esta hidrolisis pertenecen a los géneros

Bacillus, Dyella y Luteimonas.

Este puede ser otro mecanismo por el cual las bacterias aisladas puedan favorecer
la germinaciéon de las semillas de P. chiapensis, logrando disminuir el tiempo de

dormancia de dichas semillas.

SD2037TM (Dyella), la bacteria més efectiva para acelerar la germinacion y
aumentar la tasa de germinacion, es una especie productiva de IAA y giberelinas y
posible productora de amilasas. La cepa SD330TM (Enterobacter) que mostro la
mayor produccion de giberelina, no solo estimuld la tasa de germinacién, sino que
también aceler6 el tiempo de germinacién. Estos resultados implican que estas
hormonas derivadas de bacterias podrian ayudar a la germinacién de la semilla de

pino en las primeras etapas.

Estos aislados del suelo de los rodales de P. chiapensis ubicados en las
localidades de San Diego y Hueyapan se pudieron determinar como bacterias
PGPRs para dicho pino, observando que son capaces de promover la germinacion
de las semillas. La capacidad de promover esta germinacion se puede deber a la
produccion de fitohormonas sintetizadas por estas bacterias u otros mecanismos

gue favorecen el proceso de la germinacion.

En cuanto a los aislados de las semillas de P. chiapensis se pudo observar que se
encontraron cuatro diferentes géneros de cepas fungicas (Penicillium, Trichoderma,
Diaporthe y Ciclosporum), mientras que para las cepas bacterianas solo
encontramos al género Bacillus. A su vez, se observl que las cepas bacterianas
son capaces de inhibir a los aislados fungicos de éstas y nos da una idea de la
importancia del equilibrio de las poblaciones de microorganismo enddégenos de las
semillas. Un posible escenario de estas poblaciones es que el hongo sea favorable
en los primeros dias de la germinacién y que en un estadio posterior este hongo
pueda tornarse perjudicial para la plantula, en este momento la cepa bacteria propia

de la semilla, juega el papel de controlar la poblacién de la cepa fungica para poder
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permitir el éxito del germinado. Postulando que la concentracion de la poblacién de
los diferentes microorganismos es lo que puede dictar que tipo de efecto es el que
pueden ejercer en el proceso de germinacion de P. chiapensis, sin embargo, para
poder esclarecer este proceso es necesario realizar mas estudios y poder entender

este proceso.

Todos los datos nos muestran que las 18 cepas que aislamos poseen diferentes
mecanismos que pueden estar implicados en el efecto de promocion de
germinacion que se observo y que las poblaciones de diferentes microorganismos
pueden estar involucradas en el proceso de germinacion y posiblemente en el

establecimiento de P. chiapensis.

Todos nuestros resultados nos muestran que la interaccion de diferentes géneros
bacterianos puede ser necesaria para lograr una germinacién adecuada y favorecer
el éxito del germinado. Este es el primer estudio que reporta bacterias que actian
como promotoras de la germinacion de semillas de P. chiapensis, ademéas de
asociar la posible ausencia de éstas o alguna inhibicion de éstas por otras especies
en rodales que han sido alterados o perturbados de alguna manera. Tomando esto
en cuenta, las interacciones de diferentes microorganismos pueden ser decisivas
para el éxito de al menos este pino. Con estos resultados se abre la posibilidad de
implementar un tratamiento de tipo microbiolégico para la restauracion de los
rodales alterados o perturbados para lograr que P. chiapensis sea capaz de volver
a establecerse adecuadamente en dichos rodales. Algo importante que se debe
considerar es que existen otras especies vegetales en dichos rodales y la
modificacion de estas poblaciones bacterianas podrian afectar a otras especies
vegetales por el desequilibrio que se generaria en las poblaciones ya establecidas.
Aunque aun falta mucho por esclarecer para llevar esta alternativa in situ, nuestros
resultados abren el camino para poder ayudar a favorecer las poblaciones de P.
chiapensis y lograr cambiar su estado de especie amenazada a una especie bien

establecida.
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9. Conclusiones

La poblacién microbiana presente en los diferentes rodales de P. chiapensis varia

de acuerdo al grado de alteracion de éstos.

La inoculacién de bacterias aisladas de los rodales no alterados ubicados en las
localidades de San Diego y Hueyapan, en semillas de P. chiapensis favorece la

germinacion.

Los aislados bacterianos de P. chiapensis poseen propiedades PGPRs que pueden
estar participando en la promocion de la germinacion de las semillas de P.

chiapensis.
Los aislados bacterianos de Dyella sp. SD2037TM y Enterobacter sp. SD330TM
fueron los candidatos mas prometedores, estimulando la germinacion, al aumentar

las tasas de germinacion y el tamafo de los brotes.

Existen microrganismos endogenos de las semillas (bacterias y hongos) de P.
chiapensis que pueden alterar su viabilidad.

Las poblaciones de diferentes microorganismos propios de P. chiapensis tienen una

funcion importante en el proceso de germinacion y en su posible establecimiento.
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10. Perspectivas

1.- Analizar el papel de las bacterias y hongos endofitos de las semillas de P.

chiapensis.

1.- Analizar el efecto de la coinoculacién de bacterias y hongos en el proceso de

germinacion y establecimiento de P. chiapensis.

2.- Analizar el efecto de la inoculacion de cepas bacterianas aisladas de la rizosfera

en el proceso de establecimiento de P. chiapensis.
3.- Realizar ensayos de inoculacion de bacterias y hongos autoctonos de la

rizosfera de P. chiapensis en rodales alterados y analizar la germinacién de

semillas in situ.
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Anexos

Definicion de UMA:

Las UMA se refieren a los predios e instalaciones registrados que operan de
conformidad con un plan de manejo aprobado y dentro de los cuales se da
seguimiento permanente al estado del habitat y de poblaciones o ejemplares que
ahi se distribuyen (SEMARNAT).

Medios de cultivos

- TESMES: Extracto de levadura, dextrosa anhidra, manitol, buffer
TES/MES pH 6.7, K2HPO4, KH2PO4 y azul de bromotimol.

- PY: Bactotriptona, extracto de levadura y CaClz.
- Minimo M9: MgSOa, FeSO4, solucién goodies y glucosa.
- LB: Bactotriptona, extracto de levadura y NaCl.

- Rojo Congo: Acido malico, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl, extracto de
levadura, FeCls, KOH y rojo Congo.

- LGI: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, CaClz, NaMos, glucosa, extracto de levadura

y azul de bromotimol.

- NBRIP: MgCl2 6H20, MgS0O4 H20, KCI, (NH4) 2S04, Caz (POs4) 2, glucosa e
hidroxiapatita.

- King B: Peptona, K2zHPO4, MgSO4, Triptéfano y glicerol

- Medio para giberelinas: Glucosa, NH2PO4, KH2PO4, MgSO4 7H20, FeSOa,
CuSO0s4, ZnSO4, MNSO4, (Naz)sM07024 4H20.

- Sabouroud: Glucosa y pluripeptona

- Medio minimo base K: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl, CaClz, acido
malico, FeCls, Na2MoO4 7H20
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- Medio papa dextrosa: Dextrosa y papa

- Medio minimo base K adicionado con papa: K2HPO4, KH2PO4, MgSOa,
NaCl, CaClz, acido malico, FeClz, Na2MoO4 7H20.

Condiciones de PCR bacterias:

Las condiciones para la PCR utilizando los oligonucleétidos UN27RC Y UN1392
fueron las siguientes:

95°- 5 minutos de desnaturalizacion.

95°- 40 segundos de desnaturalizacién (30 ciclos).

57°- 40 segundos de alineamiento (30 ciclos).

72°- 50 segundos de amplificacion (30 ciclos).

72° -10 minutos amplificacion final.

Condiciones de PCR hongos:

Las condiciones para PCR utilizando los oligonucleétidos ITS1 e ITS4 fueron las
siguientes

95°- 5 min. desnaturalizacion.

95°- 40 segundos de desnaturalizaciéon (30 ciclos).

60°- 40 segundos de alineamiento (30 ciclos).

72°- 50 segundos de amplificacion (30 ciclos).

72° -10 minutos de amplificacion final.

Cuantificacion de indoles por método colorimétrico modificado de Salkowski:

Para la cuantificacion de indoles se realizo un cultivo de 24 y 48 horas de
cada cepa bacteriana analizada en este estudio en medio King B.

- Se toma un mililitro del medio de cultivo y se coloca en un eppendorf de 1.5

ml estéril.
- Se centrifuga a 13 000 rpm por 5 minutos.

- Se toma 500 microlitros de sobrenadante y se coloca en un eppendorf estéril.

143



- Agregar 500 microlitros de reactivo PC e incubar 30 minutos en oscuridad.
- Leer absorbancia a 540 nm.

Reactivo PC: FeCls 6H20, H3SO4

Cuantificacion de fosfatos por método colorimétrico Mo-blue
- Para la cuantificacion de fosfatos se realizé un cultivo de 24 y 48 horas de

cada cepa bacteriana analizada en este estudio en medio NBRIP.

- Se toma un mililitro del medio de cultivo y se coloca en un eppendorf de 1.5

ml estéril.
- Se centrifuga a 13 000 rpm por 5 minutos.

- Se toma 500 microlitros de sobrenadante y se coloca en un tubo falcon

estéril.
- Agregar 1 ml de aguay 1 ml de reactivo 1.
- Incubar 2 horas a 37° C
- Leer absorbancia a 880 nm.

Reactivo 1: H2S0a4, H24M07N6O24 y acido ascoérbico

Cuantificacion de giberelinas por método de fluorescencia

- Para la cuantificacién de giberelinas se realizé un cultivo de 72 horas de
cada cepa bacteriana analizada en este estudio en medio minimo para

giberelinas.

- Se toma un mililitro del medio de cultivo y se coloca en un eppendorf de 1.5

ml estéril.
- Se centrifuga a 13 000 rpm por 5 minutos.

- Se toma 200 microlitros de sobrenadante y se coloca en un tubo falcon

esteéril.
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- Agregar 200 microlitros de etanol 96% y homogenizar.
- Después agregar 2 mililitros de una mezcla acido sulfurico: etanol (50:50)
- Incubar a 48 ° C en bafio Maria durante 30 minutos

- Leer fluorescencia a 464 nm de emision y 406 nm de excitacion en un

espectofotometro de fluorescencia.

Medicién de halo de hidrolisis de almidon:

Para determinar el halo de hidrolisis de almidon se procedié a realizar un indice
entre el halo de crecimiento bacteriano y el halo de hidrolisis de almidon.

Para esto se hicieron cuatro mediciones del diametro del halo de crecimiento
bacteriano y cuatro del halo de hidrolisis de almidén, se realiza un promedio del
tamafo del halo y se determina el indice entre el tamafio del halo de hidrolisis de
almidon y el halo del crecimiento bacteriano.

Entre mas lejano hacia el lado positivo de 1 se encuentre el valor del indice, nos

indica una mayor hidrolisis de almidén.
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Introduction

Efforts to modity the effects of climate change snd preserve
biodiversity. it is apparent that trees play an important role.
The loss or degradation of forest ecosystemns due to climate
change is of considerable conoern. Mexico is rich in temper-
ate and tropical forests, with one-quarter of the total land
area classified as forests, and is one of the countries with the
world's largest number of pine species.

Pinus chiapensis (Martinez) Andresen is a Neotropical
pine endemic to southern Mexico and southwe sern Guate-
mala. In Mexico, it is maost abundant in Oaxaca and Chiapas
states as well as small populations in Puebla, Guerrero, and
Veracruz (Del Castillo et al. 2009). Compared to other Neo-
tropical pine species. P. chiapensis requires humid. warm
localities (Donahoe et al. 1991; Albaet al. 2003; Del Castillo
et al. 2009) and grows on acidic soils at €00-2200 m as.L
on steep slopes (Dvorak et al. 1996). P. chiapensis is a spe-
cies of economic importance, however, some populations
have heen severely reduced or disappeared in recent years
due to land use changes and over-exploitation for its wood
quality (Zamora and Velasco 1977; Donahue et al. 1991;
Del Castillo and Acosta 2002). This species is classified as
‘vulnerable” according to the International Union for the
Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) Red
List criteria (Thomas snd Farjon 2013), and needs *special
protection” by the environmental agency of the Mexican
Government {Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales 2001).

Them are 4 number of methods employed to restore and
expand native forests and to conserve wildlite habitats. The
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application of these methods may be limited by climate
coaditions, soil guality, and/or characteristics of the spacies
(Smithers 2)17). Although chemical methods have proved
to be efficient in increasing germination rates, they often
have harmful environmental side eftects, hence the need to
develop effective biotechnological methods to improve for-
est restoration. A common approach that has been adopted
by many countries is pre-farming treatment (Hoseini et al.
2013).

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) have heen
used to promote the establishment of Pinur spacies. The
mechanisms of growth promotion by rhizospheric bacteria
include the production of phytohormones (indole-3-zcetic
acid, IAA) and siderophores, enzymatic activities that indi-
mectly help plant prowth and antagonism against pathogens
(Probanzaet al. 2001; Bammiuso et al. 2008). The bacteria of
many genera have been described as having plant growth
promoting activities. For example, bacteria belonging to
the genus Paraburkholderia are capable of producing IAA
(indole acetic acid), siderophores, ACC (amino-cyclopro-
pane carboxylic acid) deaminase and antibiotic compounds.
These bacteria have shown biotechnological potential to
control pathogens and to reduce biotic and abiotic stresses
(Naweed et al. 2014: Eberl and Vandamme 2)16; Esmaeel
et al. 2018). Backeria belonging to the genus Dyella, iso-
lated from forest soils (Ou et al. 2019; Zhou et al. 2019),
produced phytohormones, solubilized phosphates and syn-
thetized ACC deaminase (Palanizppan et al. 2010; Contrerzs
et al. 0016). Some species of this genus have the poiential for
bioechnological application for the degradation of phenolic
compounds and biocontrol (Zhou et al. 2012; lssur-Kruh
et al. 2018). The ability of species of the genus Bacillus
to produce compounds associated with an increase in plant
size and weight. for example. IAA . is also well documented
(Kumar et al. 2012). This genus has also been capable of
removing toxic metals such as chrome by efffux pumps by
neutralizing their negative effect, reducing Cr (VI) to Cr
(11}, =nd by activating enzymes involved in the detoxifying
process of reactive axygen species (ROS) (Sethuraman and
Balasubramanian 2010). Some species of the Enterobacter
genus were eported as PGPR because they were confirmed
to ba IAA producers and also able to solubilize phosphates,
fix nitrogen. produce siderophores (Pramanik et al. 2018;
Sarkar et al. 2018; Chakraborty et al. 2019; Shahid et al.
2019), protect plants against metal toxicity by producing
antioxidants (Das and Osborne 2018) and have an ACC
deaminase activity that plays a significant role in sustain-
ing plant growth and development by reducing senescence
(Upadhyay et al. 2011; Habibet al. 2016). The genus Lute-
imonas was described for the first time by Finkmann et al.
(2060)) and has been isolated from different contaminated
environments and rhizospheric soils (Zhang et al. 2010;
Sun et al. 2012; Xin et al. 2014; Cheng et al. 2)16; Mu
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etal. 2016; Ngo and Yin 2016). These bacteria are ablke to
eliminate fuel contaminants from soil, participating actively
in soil restoration (Mu et al. 2016). All of the bacteria
described, although they have been attributed to enhance
plant growth, have not been reported as being a growth pro-
moter of P. chiapensis.

The disappearance of many species is increasing and P.
chiapensis is endangered due to human impact. Thus, infor-
mation on plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)
could be usad to improve or restore the population of this
pine by seed inoculation technigues. Bacteria are likely to
adapt or change their diversity and population structure as
4 response to changing habitats, for example, those dis-
turbed by human activities. The analysis of PGPR in ditfer-
ent regions with distinct of P. chigpensis populations could
possibly provide valuable information on native PGPR popu-
lations contributing to plant restoration. This study investi-
gates the sbility of backeria isolated from the rhizosphere of
P. chiapensis to improve the germination of seeds and the
development of the species. This would help pre-farming
treatment of the seeds and produce healthy seedlings in P.
chiapensis conservation programs, permitting the accelera-
tion of the restoration of disturbed forests.

Material and methods
Sampled sites

Samples were collected from three pine locations, one of
which was strongly affected by human activities. The three
sites were Jocated at 19° 52°02% N and 97° 19'42" W,
Huoeyapan: 197 51700 N and 97° 43'42" W, Cusutempan
( highly disturbed); and 19° 47'46" N and 97° 05'40" W,
Teziutlan, Mexico (Fig. I).

Soil sampling

In each of the thee mgions, eight soil samples were taken
for analysis, with each sample a mixture of 10 subsamples.
Thus, a total 80 subsampling sites were distributed across
each region. The sampling systemn was done in azigzag pat-
tern, with a random starting point and at a depth of approxi-
maiely 30 cm. A 1.5 kg sample was taken from each location
and taken to the laboratory for analysis.

Physicochemical of solls

The physicochemical characteristics of the soil samples
were measured, and included total nitrogen (N), phos-
phorus (P), iron (Fe), zine (Zn), sodium (Na), potassium
(K) and calcium (Ca), pH, conductivity, water conent and
texture, according to standard protocols {Reeuwijk 2002).
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These characteristics were analyzed through a variance test
(ANOVA) with a post-hoc Tukey-HSD with a confidence
Jevel of 95% using the Statpraphics Centurion XVI program
and canonical correspondance analysis. The classification,
composition, and nutrient contents from the three regions
were separated based on the prsence or absence of PGPR
bacteria along axis 1 and axis 2. respectively.

Strains and culture conditions

To isolate the bacterial strains, one gram of soil was sus-
pended in 99 mL sierile water, serially difuted up to 10~
and cultured at 30 °C and 37 °C on six different media:
TESMES, PY, LB, LGI, Congo Red and M9 (Mufioz-Rojas
et al. 2005). They were further isolated by repeated streak-
ing and by microscopic examination. The purified strains
were kept in 0% (viv) glycerol at— 80 °C. Five L. of the
glycerol stock were taken to inoculzte on a LB medium for
ex perimentation.

Germination

Seeds were washed, disinfected with 0.1% Tween 20 for
10 min, 0.8% sodium hypochlorite for 10 min and S0%
ethanol for 10 min, and germination carried out on water
agar (0.8% wiv) in Petri dishes. The samples were incu-
bated at 27 °C and a 12712 h ligh¥/dark cycle at 70% rels-
tive humidity. Before the seeds germinated, they were
inoculated with 10 ul. of bacterial culture containing 10*
colony-forming unit (CFU) in the expanentizl growth phase,
because, in this growth phase, adeguate interaction between
bacteria and seeds has been observed (Angulo et al. 2014).

Non-inoculzted seeds were used as controls. Germination
was calculated as the number of sprouted seeds divided by
the number of total seeds, multiplied by 100. Variznce tests
(ANOVA) were carried out with a post-hoc Tukey test with
a confidence level of 95% using the Statgraphics Centurion
XVI program. The dynamics of the germination process
were analyzed through a multiple regression analysis with
the STATA version 12 statistical estimation application soft-
ware for multilevel models.

In this regre ssion analysis, two effects can be determined.
The “intensity™ effect refers to a proportion of germinated
seeds during a period as compared to the control, while time
is not considered a variable. The “calendar” effect refers to
the germination rate at certain times. For this effect. cases
of decreased permination times caused by bacteria could be
analyzed. reaching the same proportion of germinated seeds
but in a shorter time than the control without inoculation.
Both effects are observed by plotting the ratio of seed ger-
mination against time (days), where:

Sced permination proportion = (Number of perminated sceds
/Total germined sceds)

Amplification of the 165 rRNA gene
Total DNA was extracted from overnight cultures at 28 °C
in 15 mL of LB broth harvested during the mid-log phase

(0D o, 0f 0.5-1), using the Wizard Genomic DNA Purifica-
rion Kir (Promega Corporation, Madison, WI, USA), and
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stored at 4 °C. PCR was performed in a 2400 GeneAmp
PCR Systems@® Perkin Elmer thermocycler. The 168 rRNA
amplicon was obtained from each sample using UN27F and
LIN1392R primers (Biodiversa Inc., Colima, Mexico). The
PCR cycling program comprised an initizl denaturation step
at 95 °C for 10 min, 35 subsequent cycles including denatur
ation at 94 °C for 30 s, annealing at various specific empers-
tures for 30 s, anextension step at 72 °C for %0 s, and a final
extension at 72 °C for 10 min. The reaction was carried out
in a volume of 25 yL using Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase. PCR products were purified with a QIAguick
PCR purification kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany),
and visualized under ultraviolet light afer staining with eth-
idium bromide. In all cases, the amplification product had a
length of approximately 1500 bp using the GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA.
USA_ NYSE-TMO) as a molecular weight marker.

Sequence alignment and phylogenetic analyses

The PCR prodducts of 165 rDNA were sent to the Instituto
de Biotecnologia UNAM, Cuernavaca, Mexico. for sequenc-
ing. The 16S rDNA sequences obtained were compared
with those retrieved from the GenBank/EMBL/DDBJ dats-
bases. Nuckotide sequance alignments were made using
CLUSTAL_X (Thompson et al. 1997). and correcied manu-
ally using GeneDoc (Nicholas and Nicholas 1997). The eve-
lutionary history was infered using 8 Maximum Likelihood
(ML) analyses performed with MEGA version 7 (Kumar
et al. X)16) based on Jukes and Cantor (1969) with 1000
bootstrap replications. Phylogenetic trees were visualized
using MEGA version 7.

Measurement of auxins and gibberellins

For auxin determination, King's medium B (Himedia)
supplemented with tryptophan (1 pg-mL~") was used.
Indole-3-acetic acid (IAA ) was quantified using a modified
Salkowski colorimetric method (Glickmann and Deessaux
1995), with sodium salt indole-3-acetic acid (Sigma-A kirich
15.148) as a confrol. For the quantification of auxins, 2 mil-
liliter of the cultures was taken at 24, 48. and 72 h of incuba-
tion and centrifuged for S min at 12,000 rpm. Five hundred
microliters of the supernatant were removed and 500 pl of
PC reagent added. The samples were incubated for 30 min
and the absorbance read at 54) nm.

Gibberellins were identified using a qualitative fluores-
cence method (Reyes et al. 1991). Their concentration was
calculated by preparing standard curve using gibberellin
A3 (GA,) (Sigma-A ldrich G7645) as relerence. Backernial
cultures were incubated in 5 ml of [CI medium (a medium
with a low concentration of nitrogen to allow the produc-
tion of gibberellins) for 24, 48, and 72 h at 30 °C. After
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incubation, a0.2-mL aliquot of the culture was mixed with
0.2 mL of ethanol (96%, v/v) and 2 mL of a cooled mixture
of equal volumes of sulfuric acid and 96% ethanol. After
the mixture was incubated at 48 °C for 30 min by shaking,
the fluorescence emission at 464 nm was measured with a
Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (excitation at
406 nm) (Candau et al. 1992).

Phosphate solubiization

The capebility for solubilizing phosphate was assessed using
the Mo-blue colorimetric method (Murphy and Riley 1962)
in the National Botanical Institute’s phasphate (NBRIP)
medium with bromothy mol blue to follow pH changes.

To determine phosphates, 1-ml. of culture was incubated
for 24, 48, and 72 h and centrifuged for 5 min at 12.000 rpm.
Five hundred microlifers of the supernatant were removed
and 500 pL of reagent C (1 volume of 6 N sulfuric acid with
2 volumes of distilled water, and 1 volume of 2.5% ammo-
nium molybdate with 1 volume of 10% ascorbic zcid) and
| ml. of water were mixed, incubated for 2 h at 37 °C and the
absorbance at 880 nm read. The quantification of dissolved
phosphorus was performed with 8 KH,PO, standard curve.

Results
Evaluation of P. chiap ensis stands

A transition from bumid temperat to a humid semi-warm
climate is dominant in the three regions. The soils from these
regions are classified as Andisols (strongly weathemed soils
with a high capacity to hold both nutrients and water, mak-
ing these soils very productive and fertile). Soil pH values
ranged between 6.4 and 7.8; total N ranged between 0.1%
and 1.0% and organic matter between 2.5% and 7.5%, with
# wide range of clay 18% to 50% that confer characteris-
tic andic properties (Table 1). Silt and sand fractions range
between 22 to 66% and 18% to 50%, respectively (Tablke 1).
In the Hueyapan and Teziutlan stands, P. chigpensis popu-
lations are well-established with trees at different growth
stages. The Cuautempan site is an anthropogenically dis-
turbad habitat with only mature trees. No seedlings or sap-
lings were observed. This site is commonly used as a waste
dump.

Physicochemical characteristics of soils were analyzed
with a correspondence analysis model and showed that data
from the disturbed si®e formed a cluster separate from the
undisturbed sifes (Fig. 2). The first axis had a Cronbach’s
alpha greater than (.97, explaining 71.8% of the variznce.
‘The variables principally contributed to the clustering are
Zn. K, silt, P_ Fe, Na, sand, orpanic material and Ca. while
the second axis had & Cronbach’s alpha (.78, explaining
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25.5% of the variance, only clay and sampled site were rep-

3 ?}, a resentative in this axis.
§ % = The more closely related variables. forming a cluster
b , " at the disturbed site, were clay, Zn, Ca. Fe, and P. Sodium
2 5 * was grouped at the non-disturbed cluster and at the other
Q 3 = secluded cluster, while the other varizbles were related to
=4 g 3 sample sites or grouped in another cluster unmelated to the
; . . sample sites (Fig. 2).
] 3 3
B * <
g 3 Seed germination in response to bacterial inoculation
- -
p? S % Four hundred and ninety-eight bacterial isolates were
H g g obtained from the rhizosphere of P. chiapensiy stands in
% ) i three localities. One hundred and seventy-seven isolates
o < 8 wes obtained from the Teziutlan site, 241 from the Hueya-
2 é‘ & pun site and 80 from Cuautempan. All isolates were ana-
3 g > lyzed for their potential to stimulate seed germination and
> were monitored daily for 25 days. The most effective nine
'; = = isolates belonged to the Enrerobacter, Dyella, Luteimonas,
& 3 3 Paraburkholderia and Bacillus penera and identified by 165
° 5 3 TRNA pene sequence analysis (Figs. §1, 52, §3, 84, and §5).
= = g The Bacillus species were the most representative (GenBank
3 - & gcoession numbers are shown in Table 2). These nine iso-
= S % lates increased germination rates, improved sprout sizes, and
% 1 3 reduced germination times (Table 2).
2 2 All nine isolates were obtained from the non-disturbed
4 = 3 sites (three from Hueyapan and six from Teziutlan) where
% 'i“ "?“ ¢ @ P chigpensis populations ame daveloping under pood condi-
o 2 = E 2  tions, in contrast with the disturbed Cuautempan site where
B = = @4  Dobacterial isolates were obtained.
o 2 < s In addition, a multilevel logistic regression analysis of
3' 3 S % 8  time related to the event was carried out, and provided
4 ~ a g ﬁ information on the dynamics of the germination process
. - " 2 E and helped determine if the bacteria improved or delayed
g 3 & =  pgermination compared to the controls. In this analysis, the
g 5 é‘ 55 dep.emknl ?nriablevnsttn presenee.nrnbsance ofgm-
E g nation (radicle appearance), and the independant variszbles
= % ~ ¥ i were germination time in days and strain inoculated to the
3 3 3 &=  seeds, versus the non-inoculaed control (Fig. 3).
- “ « -?,g There are three distinct dynamic phases of the garmina-
= 3 . & £ tion process. In the first phase (days 1 to 5), the beginning
- 3 = 2 g  of germination (cakndar effect) with the nine inoculated
B - a 2 2 cultures was observed relative to the non-inoculated con-
% S B trols. According to the statistical test, nope of the bacteria
z 2 & = E had a significant intensity effect compared to the control.
3 S Z‘ < 2 Inthe second phase (days 6 to 10), the inoculated cultures
e L, p= i‘ £  esulted in an exponential increase in seed germination
E g E 348 st 14 £ £ compared to the controls, of which Dyella sp. SD2037TTM
3 3 Hi! ]a‘ligldlﬁ £ 8 wasthe most effective for inducing germination. The “cal-
- B E endar type™ positive-effect was also observed with the
fu iy H £ & Dyella SDUSTTM, Enterobacter SD3%0TM, Luteimonas
G = 2 = g SD2430LB, Paraburkholderica H130LGI and Bacillus
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H3430LGI inocalates. In the third phase (days 11 to 14),
the germination proportion did not change significantly.
All nine cultures showed the “intensity™ effect and five the
“calendar” effect (Fig. 3).

Mechanisms of germination stimulation by bacterial
inoculation

In this study, two phytohormones (IAA, gibberellin} produc-
tion and phosphate sofubilizing capacity were tested. All
nine bacteria produced IAA at concentrations from 0.5 to
1.38 pg IAA-mL~", which could induce a direct effect on
seeds. The Enterobacter sp. SD330TM inoculate attained
maximum production after 24 h. The nine bacterial cultures
also produced gibberelfins, with Exwerobacter sp. SD330TM
and Bacillus sp. SD1730LB showing higher gibherellin pro-
duction than the other inoculates: 0.6 0.08 pg-mg-' and
0.47 £0.03 pa-mp~" respectively (Tzble 3). All nine cul-
tures also had the capacity to solubilize phosphate. Bacillus
sp. SD1330LB and Bacillus sp. HI1830TM were the most
effective, solubilizing 33.8+0 .4 pp phosphate-mg™' and
31.8+0.7 pg phosphate-mg ! respectively.

Three isolates from the two undisturbed stands (Bacil-
lus sp. SDIS3TRC, Bacillus sp. SD237RC, and Bacillus sp.
H537RC) had no beneficial effect on germination, as they
produced low amounts of TAA and gibberellins, much less

2 springer

than the nine cultures, and slightly higher than the E. coli
DHS5a control. Phosphate solubilization from these isolates
was also tested. and the result was similar to the IAA and
gibberellin results, implying that inoculates that have 2 posi-
tive effect on the germination of P. chiapensis are related to
the production of IAA and gibber|lin, and also to phosphate
solubilz ation.

Discussion

P. chiapensis is a typical species found on Andisol and
Acrisol soils (Martinez et al. 2018) where it forms well-
established populations in Mexico. The soils in the three
sites are Andisols, however, pine populations are decreas-
ing and the causes are nol clear. A plantation estsblished
near Heeyapan (2 non-disturbed site) showed a survival rate
higher than 96%, znd only minor damage by animals was
observed in 13% of the trees, unlikely 1o affect population
development (Munoz-Flores et al. 2015). These data sug-
gested that other factors must be invelved in the decline of
P. chiapensis populations in Mexico.

Rhizospheric microorganisms possess growth promot-
ing substances that benefit plant establishment. Bacteria
of the species Burkholderia viemamiensis, Paenibacillus
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Table 2 Effect of plant grow th-promoting rhizobacteria ca Pinuy chigpensis eeds
Strain {Genli ank Accession number) Germins  Germimatice Sme  Sprout sim Wetweight Dry weight

oo e

(%) (duys) ** (mm) ** (g™ @
Lureimonas sp. SD2430LE (MHT24924) 0 6.6+190% S8+ 23 MR 009+0030%= 002200009
Dyella p. SDOITTM (MHT25241) 72 562188 56+ 24.25% 0.10 0015 0.02+0003%
Enterobacer sp. SDIZTM (MHT25240) 72 642245 95+25.14% 009+0014% 0.02+0004°
Paraburkholderia . H130LGI (MH725263) @ 662231 83+ 31635 007 £0004%¢ 0020001
Racillus sp. SD13YILE (MH725242) 73 642177 o+ 28 75 0.11+002%¢ 0.02 20,0009
Bacilluy sp. SD7I0RC (MHT25267) 72 65+190° ST +2305%% 0070004 == 0.02.+0.000%
Bacillus sp. SD1730LB (MH725243) 64 65+176" S+ owo0m? 0.02+0003"
Bacillus sp. H3430LGI (MH725262) 53 67+240" TELIBOLT  008:0003%¢  0.02:0000%
Barillus sp. HIB30TM (MH725268) @ 65+222 77+ 565 007 £0003* 00240000
Bacillus sp. SD1S3TRC (MNS5H947) 44 82+176% 0=24NF 004+0013* 0.01 +0.004%
Barillus sp. SDIATRC (MNSS5R949) a2 9.1+ 189% 61+ 2100 005 +0000% 0.01+0003*
Bacillus sp. HSTTRC (MNS38948) 42 96+1564 55+32.00* 005+0021% 0.01+0001*
E.coli DHS a @ £1x144 65+ I7.54% 007 £0210%¢ 00200065
Noo-inoculated Control 56 79+ 178 T80 007 +0022% 0.01 £0005%

Results of the ane-way ANDVA analysis for different stes p< 001 significance for the post hoc Tukey-HSD st among groups
Different leters in the same columa (by main e Bect) indicate significant difierences (P < 0.05)

**A significant interaction exists hetween Smple effects

Fig. 3 Dyramics of seed ger- a
minaticn proportion multlevel g
logistic = gression analysis
of time 1o the event plots
(P<005) 27

— ol — Dhli SO24TT™

e Bcilnr HIEXOEM e Erievolvacver SDITM

e B ST — Porwturkialdeorss W1 S00LCH
Boorllan HMMLGL Boeflas SOUINLA

— Lavebvaan STHOO R e Bewrllae SDITWILE

polymyxa, Enterobacter cloacae, B. fungorum, Gluconace-
tobacter and Baciilus subtilis and Rhabdits spp. have been
associaed with pine species (Madmony et al. 2005; Xin
et al. 2009; Anand et ai. 2013; Andreolli et al. 2013). In this
study, we have identified the rhizospheric bacteria associ-
ated with P. chiapensix. A total of 498 isolates were esied

for germination enhancement and nine isolates, belonging
to the five genera, Bacillus, Paraburkholderia, Dyella, Lute-
imonax ard Enterobadter, stimulaied germination. All of
the nine isolates were obtzined from non-disturbed stands.
The mechanisms utilized by bacteria to promote plant
growth could be the production of phytohormones such as
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auxins and gibbere llins and phosphate solubilization. Seeds
accumulate high amounts of IAA during dormancy and
subsequent germination (Birgit et al. 2005). In studies of
breaking dormancy and germination in Pinus sylvestris L.
seads, [AA accumulated before permination and during the
early stage of elongation. It was suggested that pines need to
synthesize this hormone for successful development within
the first 12 days (Ljung et al. 2001). Zhao and Jiang (20 14)
showed that exogenous gibbere llin promoted germination
and seedling vigor in P. massoniana Lamb. By improving
mspiration or decreasing levels of endogenous abscisic acid.
In P. sylvestris, both gibberellins and IAA sre required for
both shoot elongation and cambial growth, and gibberel-
lins act directly in the control of shoot grow th, rather than
indirectly through aftecting the IAA concentration (Wang
et al 1997). All nine inoculates in this study were analyzed
for IAA and gibberellin production, as well & for phosphate
solubilization. Dyella sp. SD203TTM, the most effective
bacteria for acoelerating permination and increasing germi-
nation rate, is an [AA producing species. Enterobacter sp.
SD330TM, which showed the highest gibberellin produc-
tion, not only stimulated the rate of permination but also in
a shorter time than the control without inoculation. These
results imply that these bacterial derived hormones could
help pine seed permination in the early stages.

Phosphorus is an essential nutrient element for plants,
and makes up sbout 0.2% of a plant’s dry weight (Tak et al.
2A012). However. the concentration of soluble phosphorus
in soil is usually very kow, and is generally most available
in soils with a pH around 6.5. A pH range of approximate

60 to 7.0 promes availability of plant nutrients (USDA-
NRCS 20720). Soils from the Teziutlan and Cusiempan sites
showed pH values within the idezl range; the Huayuapan site
had & pH of 78 that would limit phosphorous availability
due to fixation by calcium. The growth of some phospho-
rus- solubilizing bacteria from the Teziutlan and Hueyapan
sites were identified in agar media with bromothy mol blue
indicating acidification. Therefore, soil pH is also 2 factor
in plant distribution by atfecting phosphate avaitability con-
tributed by rhizobacteria. In addition, phosphorus- solubi-
lizing bacteria may aid the prowth of plants by enhancing
rhizobial activity; this is achieved by stimulating nitrogen
fixation, synthesizing phytohormones and enhancing the
bioavailability of elernents such aszinc and iron (Wani et al.
2007), which am weakly available in soils. Considering the
human-disturbed region Cuauternpan where soil pH value is
generally adequate for phosphorous availability, but also the
Hueyapan region whare pH was much higher, it sugpests that
pH is not an important factor for pine distribution, at least for
seed germination in P. chigpensis in the range of pH 6 0-7.8.

The correspondence analysis showed that soil physico-
chemical variables contribute principally (71.8%) to the
human-disturbed cluster, separating it distinctly from the
undisturbed clusters. This indicates that these parameters
have an impariant role in pine distribution. It is well- known
that phy sicochemical soil characteristics are associated with
growth development in plants. In the present study, some
associations were found among certain soil characteristics
(Table 1; Fig. 3). For example, clay is associaed with the
presence of various menarals, and cation exchange properties

TMJ_Ph::I::W Stras TAA (agmg" e ikt ||I..- P ik ,
solubilizing capacity of plant. 2'3.)':-' s ::e%“ d
Wt pomciing Tubutecyls 24h 72h 24h

Bacilluy H1830TM 054+001% 006+0005* 3182073

Bacilthas H3430LGI 0.57+0.14% 006+0004*  B9+051"

Bacilluy SD133LB 072+0.02% 007 +0005° 3380365

Bacilluy SD1730LE 072+0.02% 0.47 +0035 7.4+0.14"

Bacilluy SDTIRC 0.50+0.14° 0.75+0004% 233+193

Dyella SDNITTM 050+0.11% 0.12+ 005> 7.8+0.57"

Paraburkholderia H130LGl  0.82+025% 005+0002* g9.4+001"

Lureimongs SD243LE 082+0.12% 0.18+0006° B3+0.57"

Entertacer SDIXNTM 138+0.14¢ 0.0 +0078 145£1.54°

Bacilley SD1SITRC 00240 06 om* 00+0002

Barillus SD23TRC 002+0.07* 000* 0040003

Bacilley HS37 RC 00240 09* 000* 00+0007

E coli DHS a 00120 004 000 +0000F 0040000

Results of the one-way ANOVA analysis for different localities p< 001 significance for the post-hoc

Takey-HSD test smeng the groups

Difierent letiers in the same column (by main effect) indicate significant differences (P<0.05)
*4A s signaficant interacion exists between simple effects
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of them are important for the retention of nutrient ions in
soils (Dixon 1991), allowing plants to develop properly.

Another association in this study was the presence of
PGPR becteria and sodium in the soil of non-disturbed sites,
suggesting that the association could be beneficial to the
distribution of this species. In hypersaline soils, halotolerant
PGPR bacteria have enabled plant resistance as well as pro-
vided inorpanic compounds such as indole acetic acid (IAA),
ethylene, 1-amino cyclopropane- | -carboxylate (ACC) deam-
inase, volatile organic compounds (VOC), and antioxidants
for their proper prowth (Abbes et al. 2019). Microbial com-
munities also helped triggering msponse genas involved in
plant growth, yield, and development under stress conditions
(Abbas et al. 2019).

Conclusions

Microorganisms play an important rode in plant development
and bacteria that showed plant growth- promoting activites,
isolated from the rhizosphere of Pinus chigpensis, belong
to the genera D yella, Lateimonas, Enterobacter, Paraburk-
holderia and Bacillus. They have stimulated seed germina-
tion and interestingly, all these bacteria were isolated from
non-disturbed stands. These bacteria can be used for mstora-
tion of degraded soils for the establishment of P. chiapernsis.
Bacterial isolates Dyella sp. SD2037TM and Enterobacter
sp. SD330TM were the most promising candidates, increas-
ing germination rates and sprout sizes. The mechanisms used
by these microorganisms can he related to bacterial derived
auxin and gibberellin production as well as to phosphorous
solubilization. Additional research is required to utilize these
isolates for forest soil recovery.
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