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Resumen  

 

México es un país rico en ecosistemas forestales, en ellos habitan una gran 

variedad de especies vegetales, dentro de estos se encuentra Pinus chiapensis. 

árbol 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 pequeños rodales esparcidos, pero muy pocos de ellos en 

buenas condiciones.  

 

La madera y derivados de este pino han sido explotados, disminuyendo 

drásticamente su población. Como consecuencia, P. chiapensis se ha catalogado 

en México y a nivel internacional como una especie amenazada y con protección 

especial, lo que justifica que se realice investigación básica y aplicada que 

contribuya a generar conocimiento para su reproducción y conservación. 

 

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 germinación 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 germinación relacionado con el control no inoculado, aumentando además el 

tamaño y número de semillas germinadas.   

 

A los aislados bacterianos promotores de la germinación se les identificaron 

propiedades PGPR, como producción de indoles, giberelinas y solubilización de 

fosfatos, además de tener la capacidad de hidrolizar almidón.  
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A su vez se aislaron e identificaron microorganismos endófitos 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 realizó un ensayo de 

antagonismo entre los aislados promotores de la germinación y los aislados 

bacterianos de las semillas contra los aislados fúngicos 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 

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

la tasa de germinación y aumentar la población 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 
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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. Introducción. 

 

Los bosques son un ecosistema donde la vegetación predominante la constituyen 

los árboles. Estas comunidades de plantas cubren grandes áreas del planeta y 

pueden tener diferentes funciones como son hábitats para los animales, 

moduladores de flujos hidrológicos y conservadores del suelo, constituyendo uno 

de los aspectos más importantes de la biosfera de la Tierra (Broeker W.S., 2006). 

Los bosques a veces contienen muchas especies de árboles dentro de una 

pequeña área (como la selva lluviosa tropical y el bosque templado caducifolio), o 

relativamente pocas especies en áreas grandes (por ejemplo, la taiga y bosques 

áridos montañosos de coníferas). 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 hectáreas (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 

país cuenta con 56 millones de ha de matorrales y cerca de 2 millones de ha de 

vegetación hidrófila (FRA, 2010). 

 

La degradación de los bosques es un proceso paulatino que en muchos de los 

casos concluye en deforestación, que es la conversión de bosques a otro uso del 

suelo, la tierra o la reducción a largo plazo de la cubierta forestal por debajo del 

10% (FRA, 2015).  El aumento progresivo de la población y la actividad económica 

han tenido como consecuencia la deforestación. Se estima que a lo largo de 5000 

años la desaparición 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 año 

(Williams M., 2002). Cerca de 13 millones de ha de bosque se transformaron para 

otros usos –especialmente agrícolas– o se perdieron por causas naturales cada 

año en la década 2000-2010. El crecimiento demográfico y el auge de la demanda 
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de productos básicos e indispensables han provocado un acelerado ritmo de 

desmonte, llegando en los últimos 10 años al promedio anual neto de desaparición 

de bosques de 5.2 millones de hectáreas (FAO, 2012). Las pérdidas de bosques 

afectan significativamente a todo lo que comprende el ecosistema forestal, que va 

desde la pérdida de diversidad biológica (flora, fauna y microbiota), pérdida de 

productos maderables y no maderables, disminución de la producción de oxígeno, 

de la fijación de carbono, hasta la alteración del ciclo del agua, entre otros. Estos 

eventos conllevan a graves consecuencias como inundaciones, deslaves, altos 

niveles de gases de efecto invernadero, disminución en la disponibilidad de agua, 

enfermedades respiratorias, erosión del suelo, altas temperaturas en el planeta y 

consecuentemente incremento en la producción de incendios, todo en un ciclo que 

lleva a cambios climáticos cada vez más graves. Asimismo, la conservación 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, además 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 trópico seco, diversas selvas altas en las zonas tropicales más 

húmedas, bosques templados, bosques de clima frío, vegetación hidrófila e 

inducida, así como de matorrales y pastizales, todos los cuales dan cabida a una 

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

 

Dentro de la gran variedad de bosques que existen en México, se encuentra el 

bosque mesófilo de montaña, el cual se encuentra cubierto de manera frecuente o 

persistente con nubes a nivel de vegetación, por lo que también se le conoce como 

bosque de niebla. Éste es un área que se considera dentro de los ecosistemas más 

amenazados en México (CONABIO, 2010).  

 

En este tipo de bosque se encuentran una muy variada composición de especies 

de arbustos y árboles, 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 más diversos. Su 

sistema genético favorece la creación y recombinación de la variación 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 más de 200 millones de años 

(Ledig F.T., 1998). Sin embargo, últimamente esta diversidad se ha visto 

seriamente amenazada, debido entre otros factores, a la alta tasa de deforestación 

que 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 especiación de 

los pinos— ocupe el cuarto lugar en tasa anual de deforestación (Ledig F. T., 1998; 

Sánchez-González A., 2008; Global Forest Watch 2019). Este aspecto cobra una 

connotación especial si se tiene en cuenta que gran parte de este rico patrimonio, 

constituido en muchos casos por poblaciones genéticamente únicas, se encuentra 

en serio peligro de extinción.  

 

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 país. De 

ellas, 35 especies son endémicas y desgraciadamente quince de éstas han tenido 

que llegar a algún grado de protección (Romeu E., 1995; NOM-059-SEMARNAT, 

2010). De las especies presentes en México tanto endémicas como no endémicas 

se estima que 22 especies poseen algún grado de protección (Tabla 1). 
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Lista basada en la NORMA Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, NORMA Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 y la lista roja de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN). 
Categoría: Amenazada (A), Sujetas a protección especial (Pr), Peligro de extinción (P)  

 

 

 

GÉNERO ESPECIE SUBESPECIE DISTRIBUCION CATEGORIA 
AÑO DEL 
DECRETO 

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 - - 

Tabla 1. Listado de pinos localizados en México y su categoría de riesgo. 
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GÉNERO ESPECIE SUBESPECIE DISTRIBUCION CATEGORIA 
AÑO DEL 
DECRETO 

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 Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN). 
Categoría: Amenazada (A), Sujetas a protección especial (Pr), Peligro de extinción (P)  

Continuación tabla 1. Listado de pinos localizados en México y su 
categoría de riesgo 
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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 pequeños 

rodales esparcidos, pero muy pocos de ellos en buenas condiciones (Perry J. P., 

1991). Las perturbaciones que se observan son en su mayoría antrópicas. La 

madera y derivados de este pino han sido explotados por la población local, 

disminuyendo drásticamente su población. Como consecuencia, P. chiapensis se 

ha catalogado en México y a nivel internacional como una especie amenazada y 

con protección especial (Thomas P. & Farjon A., 2013; NOM-059-SEMARNAT, 

2010; Zamora S. C y Velasco F, 1977; Wright J.A. et al, 1996). 

 

1.2 Pinus chiapensis 

 

Pinus chiapensis, una especie de pino con escama suave (haploxylon), 

taxonómicamente ubicado hasta 1964 como Pinus strobus var. chiapensis Martínez 

(Martínez M., 1940), es un árbol 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; Rodríguez M. et al, 2005). Se encuentra en las 

laderas bajas de las montañas y cañones 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 ácidos (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 geológicas y 

edafológicas muy diversas (Del Castillo R.F. & Acosta F., 2002). Son árboles que 

poseen un tronco recto, de 25 a 30 metros de altura o más, con un diámetro de 1 

metro aproximadamente, corteza muy fisurada y ramas extendidas. Las hojas están 

dispuestas en fascículos de cinco, aglomerados en los extremos de las ramillas, 

formando penachos. Miden de 8 a 12 centímetros de longitud y son de color verde 
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Figura 1. Características físicas de P. chiapensis. Tomada de Pinus chiapensis, un 

orgullo forestal de Chiapas, México, para el mundo por Joaquín Becerra Zavaleta. 

claro, ligeramente amarillento. Las vainas son escamosas, rápidamente caedizas, 

de 13 a 15 milímetros de longitud (Figura 1) (Martínez M., 1940; Andresen J.W., 

l964). Una cualidad es su rápido crecimiento, que alcanza un máximo de hasta 3 

centímetros anuales en diámetro (Donahue J.K. et al, 1991). 

 

P. chiapensis es una especie reconocida por los pobladores de las áreas donde se 

encuentra y su madera se utiliza localmente para la fabricación de muebles y 

herramientas para construcción. 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, 

que la hace de fácil manejo para la construcción de muebles y con finalidades 

decorativas.  
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La utilización 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 

reumáticos y afecciones respiratorias (CONAFOR, 2012). 

Su elevada explotación, el desplazamiento sufrido por otros árboles y poca 

habilidad de la especie para multiplicarse ha orillado a que su explotación se haya 

limitado a las comunidades autóctonas 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 árbol y lo 

utilizan. Algunas organizaciones internacionales han visto el potencial económico 

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

Central America and Mexico Coniferous Resources Cooperative (CAMCORE), inició 

una colecta de semillas de este pino, con el propósito de conservar la especie y 

establecer plantaciones pilotos en diferentes países de América Latina y África 

(Dvorak W.S. & Brouard J., 1987; Dvorak W.S. et al, 1996). 

 

P. chiapensis se encuentra en programas de cruzamiento en África del sur, 

Australia y Brasil (Dvorak W.S. & Brouard J., 1987; Dvorak W.S. et al, 1996, Málan 

F.S., 2001). En dichos programas se observó que la viabilidad de la semilla 

disminuía 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 explotación y a la baja reproducción y establecimiento de P. 

chiapensis, actualmente sólo se encuentran en pequeños manchones de bosque, 

muy pocos de ellos con establecimiento silvestre, buena reproducción y 

establecimiento, siendo estos considerados como rodales no alterados. 

Se han realizados varios esfuerzos para poder reforestar áreas donde antes existía 

dicho pino, miles de árboles son plantados anualmente, sin embargo, los resultados 

no han sido los que se esperaban. Aún no se ha solucionado el estado de peligro 
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de desaparición del pino y se han sufrido grandes pérdidas económicas (Wright J. 

A. et al, 1996; FAO, 2010).  

La incapacidad de reforestar o aumentar la población de P. chiapensis en los 

rodales afectados pone cada vez más en riesgo a esta especie, aunado a esto la 

baja en su población puede afectar su linaje. En estudios previos se han analizado 

rodales de P. chiapensis con diferente población. Utilizando análisis de isoenzimas 

y RAPD se ha observado que la diversidad genética varía dependiendo del tamaño 

poblacional. Así, se han reportado rodales con una variación genética aceptable en 

poblaciones con alto número de individuos, mientras que en rodales con población 

bajas de este pino la variación 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 explotación. A la fecha, son pocos los bosques 

que gozan de salud y cada vez más se restringen a manchones dispersos.  De 

acuerdo con la Gerencia de Inventario Forestal y Geomática de México, a nivel 

mundial, México se posiciona en el 12° lugar en cuanto a existencia de superficie 

de bosques y selvas, sin embargo, está posicionado en el lugar número 51 respecto 

a su tasa de cambio. En el periodo 2010-2015 la FAO reportó que el 14% de la 

degradación de suelos en el mundo ocurre en América latina y el Caribe y se 

estimó una tasa de cambio forestal de 2.2 millones de ha por año (Velásquez A. et 

al, 2002; FAO, 2012; Noticias FAO, 2018). 

 

Esta pérdida de ecosistemas naturales es un problema mundial. El cambio neto en 

área cubierta por bosque en el período 2000-2010 se estimó en 5.2 millones de ha 

por año en el planeta (FAO, 2012). En México en el periodo 2000-2005 hubo una 

pérdida anual de 235,000 hectáreas de bosques y selvas, mientras que para el 

periodo 2005-2010 fue del orden de las 155,000 hectáreas anuales (FAO 2012).  

 

Se han realizado estudios nacionales e internacionales con respecto al deterioro y 

deforestación de bosques, mostrando a éstos como un problema multifactorial, de 

difícil solución. En México los gobiernos federales y estatales han implementado 

diferentes programas para la recuperación de dichos bosques, con resultados 

variables. Sin embargo, la solución a este problema aún se vislumbra lejana. Una 

de las razones es quizás la manera como se plantean y abordan las posibles 

soluciones, ya que la mayoría de las veces sólo se toma en cuenta la macrobiología 

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

Actualmente no existen estudios microbiológicos publicados sobre P. chiapensis, 

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

pinos. 

El suelo contiene las comunidades más ricas en especies del planeta (Zwolinski 

M.D., 2007) y está formado por al menos cinco componentes: materia mineral, 

agua, aire, materia orgánica 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 composición 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 fertilización de suelos y almacén de carbono (Chaparro J. M. et 

al, 2012; Lakshmanan V. et al, 2014) y consecuentemente los microorganismos en 

las raíces 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 raíces de las plantas y de los 

microorganismos asociados a las raíces. 

 

Estas comunidades microbianas que se encuentran en el suelo son capaces de 

influir en numerosos procesos fisiológicos y en las características de las plantas, 

incluyendo germinación de la semilla, vigor de la plántula, crecimiento y nutrición 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 microbiológicas 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 mayoría 
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de los microrganismos de suelo, pero también de manera negativa en un número 

reducido de microrganismos (Shengjing S. et al, 2011). Por otro lado, la presencia 

de bacterias endófitas provee también ciertas ventajas a su hospedero como son el 

incremento en la adquisición de nutrientes, la promoción de crecimiento a través de 

mecanismos como la producción de factores de crecimiento, tolerancia a diversos 

estreses, la resistencia a patógenos o enfermedades, además de la capacidad de 

degradar ciertos contaminantes xenobióticos (Cook R. J. et al, 1995; Ryan R. P. et 

al, 2008; Doty S. L. et al, 2009). La inoculación de una cepa de Burkholderia 

vietnamiensis aislada del álamo (Populus trichocarpa) en el pasto “Bluegrass” (Poa 

abbreviata) produjo un aumento en su contenido de nitrógeno y en su biomasa (Xin 

G. et al, 2009). De manera similar, Paenibacillus polymyxa P32b-2R de Pinus 

contortia presentó la capacidad de fijar nitrógeno en esta especie y en el cedro rojo 

(Cedrela odorata) (Anand R. et al, 2013). En pinos del mediterráneo se encontró 

Enterobacter cloacae productor de ácido indol-3-acético (IAA) como endófito 

obligado.  También se ha observado que Bacillus fungorum DBT1 provoca la 

tolerancia de los árboles a hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH´s) (Andreolli 

M. et al, 2013).  

 

Carrell y Frank (2014) encontraron que algunas especies de pinos en ambientes 

limitados de nutrientes tienen específicas comunidades endófitas, siendo 

dominantes especies diazotróficas 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 fósforo 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 reducción de la producción agrícola 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 galerías de insectos y 

égusanos, la perdida de bioporos, la producción de fitotóxicos durante la 

descomposición de residuos de raíces viejas, producción de ácido cianhídrico y 

benzaldehído por hidrólisis de glucósidos cianogénicos como prunasina y 

amigdalina de los vestigios de raíces, producción de taninos y a la acción de 

nematodos y hongos (Gur A. & Cohen Y., 1989; Tagliavini M. & Marangoni B., 

1992). Sin embargo, existen estudios que demuestran la participación de bacterias 

en la reducción 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 metodologías de 

“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA) y evaluación de bacterias cultivables 

metabólicamente 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 últimos capaces de producir compuestos derivados de cianuro de 

hidrógeno (HCN), inhibidores de la respiración celular, que afectan a los 

microorganismos aerobios estrictos, indicando como el uso de monocultivos puede 

cambiar sustancialmente la composición de microrganismos rizosféricos, con los 

efectos adversos que lo acompañan. 

 

Se sabe también que las reacciones de meteorización fisicoquímicas 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 

que son capaces de aumentar la desintegración y descomposición de los 

materiales formadores de los suelos, conocida como meteorización y además 

mejorar la nutrición de plantas (Calvaruso C. et al, 2006). A su vez, las plantas a 

través de los exudados de las raíces 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 hipótesis para el desarrollo sostenible de los bosques 
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propone que las raíces del árbol 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 mayoría 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. Éstos en conjunto con las bacterias descomponen 

materia orgánica reciclándola, produciendo el humus del suelo, muy importante 

para su fertilidad e indispensable en la biosfera. Pero también los hongos participan 

en el biodeterioro, fenómeno que implica alteraciones de las propiedades 

fisicoquímicas 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 

proporción 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 área que existen. Hawksworth y Rossman (1997) indican que 

existen aproximadamente 1,500,000 especies de hongos, dato que corresponde al 

número de plantas fanerógamas existentes, asumiendo que por lo menos un hongo 

infecta a una especie de fanerógama. Otros trabajos moleculares estiman 5.1 

millones de especies (Blackwell M., 2011), de éstas se piensa que al menos 

doscientos mil crecen en México (Guzmán G., 1995), sin embargo, sólo se conocen 

aproximadamente seis mil. La influencia del ecosistema en donde se encuentra el 

hongo dictamina el estado biológico del microorganismo, es decir, si el hongo es 

saprofito o parásito, su capacidad de cambio del estado sexual al asexual, el tipo de 

esporas, su producción, dispersión y la longevidad de estas o del micelio (Moreno 

G. et al, 2013).  

 

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

hongos simbióticos. La relación simbiótica entre micorrizas y plantas a nivel 
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individuo, población, comunidad y ecosistema es de gran importancia (Johnson N. 

C. & Gehring C. A, 2007; Smith S. E. & Read D. J., 2008). La interrupción entre la 

asociación 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 relación que puede existir entre hongos y plantas puede variar según la etapa de 

desarrollo, principalmente a través de una disminución en el número de 

interacciones y en la proporción de especialistas dentro de la comunidad 

microbiana. El mutualismo establecido entre micorrizas arbusculares y árboles es 

dinámica en toda la etapa de crecimiento provocando un aumento de especies 

relacionadas de acuerdo con la etapa en la sucesión ecológica, posiblemente 

reflejando los cambios en las condiciones bióticas y abióticas (Bennett A. E. et al, 

2013).  

 

Esta dinámica de interacciones entre semilla-planta-hongo está cambiando según 

el estadío 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 dinámica, a su vez favoreciendo la 

interacción planta-hongo y logrando un establecimiento y desarrollo favorable 

(Nuñez M. A. et al, 2013).   

 

Se ha reportado que los árboles que se encuentran micorrizados proporcionan el 

30% de sus carbohidratos derivados de la fotosíntesis a las ectomicorrizas. A 

cambio, el árbol recibe el 70% de sus necesidades de nitrógeno 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 

interacción simbiótica de ectomicorriza-planta es necesaria la comunicación entre 

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

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

 

Algunos árboles forman asociaciones con diferentes hongos, pero algunos hongos 

interactúan sólo 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 morfología de setas, por lo tanto, éstas se localizan 

normalmente sólo 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 proteínas de las ectomicorrizas que son 

reconocidas por la planta hospedera y que gracias a esta interacción es posible el 

establecimiento de la simbiosis. Pellegrin C. y colaboradores (2015) determinaron 

que la proteína 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 proteína se encuentra en el núcleo de la planta hospedera donde 

interacciona con el co-receptor JAZ6, el cual suprime la reacción 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 raíces 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 proteína MiSSP7 producida por Laccaria bicolor, interactua con un 

represor transcripcional PtJAZ6 en el núcleo de la planta hospedera, donde este 

represor induce la degradación de ácido jasmónico promoviendo el mutualismo 

entre planta-hongo (Plett J. M. et al, 2014). 

 

Por otro lado, existen hongos que ocasionan daño o enfermedad a los árboles 

como es el caso de Cronartium quercuum sp., el cual es un hongo patógeno que 

ataca la pared celular de pinos sureños mediante la secreción de diversas proteínas 

(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 patógeno de álamos y en especial Melampsora larici es el agente causal de la 

mayoría de los álamos enfermos de las plantaciones de Europa (Pinon J. & Frey P., 

2005). Por otro lado, Verticillium dabliae es el mayor agente causal del 

marchitamiento de árboles de olivo (López-EscuderoF.J. & Mercado-Blanco J., 

2011). 

 

Los patógenos de plantas y los endófitos coexisten, y a menudo interactúan 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 están Apiognamonia quercina, 

Amphicytostroma quercinum, Armillaria spp., Biscogniauxia mediterránea, Colpoma 

quercinum, entre otras. En el deterioro del roble están implicados varios 

microorganismos (Balci Y. & Halmschlager E., 2003) y su microbiota es 

extremadamente diversa y abundante. Actualmente se conoce que Discula 

quercina 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 daño del hongo 

patógeno 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 colonización de un cierto tipo de 

microrganismo influye en el establecimiento posterior de otro. Un ejemplo es la 
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influencia del sistema micorrízico de algunos pinos que influyen en el 

establecimiento de bacterias (Nurmiahlo L. et al., 1997), o bien en la fisiología de 

las plantas, mediante la expresión diferencial enzimática 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 micorrización 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 patógeno endofítico Diplodia scrobiculata 

relacionado con la enfermedad de acronecrosis “dieback” y “cankers” que se 

caracterizan por la muerte progresiva de las ramitas, ramas, brotes o raíces, 

empezando por las puntas (Burgess T. I.  et al., 2004). Por su parte, las bacterias 

endófitas 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 más eficientes 

en la intemperización mineral. Esto sugiere que la simbiosis micorrizal tiene un 

efecto indirecto sobre la nutrición de la planta a través de la presión de selección 

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 árboles 

forestales. Además 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 nutrición como la eficaz movilización de hierro y fosfato.  

 

Existen bacterias que producen metabolitos secundarios que estimulan el 

crecimiento del micelio como es el caso del auxofuran. Así mismo, la formación 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 estimulación de la formación de raíces 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 último siglo. Un ejemplo se dio por la introdución del hongo Cronartium ribicola en 

bosques de Pinus albicaulis en el parque Yellowstone, y como consecuencia ahora 

esta especie arbórea se encuentra bajo gran amenaza. C. ribicola tiene otros 

hospederos alternativos por lo que ahora es difícil su erradicación (Newcomb M. & 

Six D., 2001; Hatala J. A. et al, 2011). 

 

Los ejemplos anteriores y muchos más muestran que las interacciones entre 

diferentes microorganismos pueden estar alterando la capacidad de 

establecimiento de distintas especies arbóreas. Todas estas conexiones se 

encuentran moduladas por diversos mecanismos, dándonos un panorama de que la 

relación entre bacterias, hongos y otros microorganismos como las arqueas y virus 

juegan un papel muy importante para la germinación, crecimiento y establecimiento 

de las diferentes especies de árboles 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 árboles localizados en estos ecosistemas (Müller 

H. et al, 2015). 
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Los distintos aspectos de toda esta red de comunicación entre los microorganismos 

y los organismos asociados son objeto de estudio para entender esta interacción. El 

conocimiento de las moléculas participantes y sus blancos en los hospederos nos 

ayuda a comprender como se da dicha interacción y poder transpolar dichas 

interacciones en otras especies. 

 

Existe una variedad de métodos para restaurar y expandir los bosques nativos y 

conservar los hábitats de vida silvestre. La aplicación de estos métodos puede estar 

limitada por las condiciones climáticas, la calidad del suelo, las características 

específicas de la planta en cuestión, etc., (Smithers B., 2017). Aunque se ha 

demostrado que los métodos químicos aplicados son eficientes para aumentar las 

tasas de germinación, a menudo tienen efectos secundarios nocivos para el medio 

ambiente; de ahí la necesidad de innovar en métodos más eficientes para mejorar 

la restauración forestal. Para ello los recursos de la biotecnología podrían ser 

prometedores.  
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3 Antecedentes específicos  

 

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 último, nos han mostrado una gran 

diferencia entre ellos. En los rodales alterados existen árboles de gran tamaño 

productores de semillas, pero con una baja, o en algunos casos nula germinación 

de las semillas en el lugar, dando lugar a un reclutamiento escaso; mientras que en 

los rodales no alterados existen árboles en distintos grados de desarrollo y con 

germinación 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. aisló 80 cepas bacterianas del rodal localizado en la comunidad de 

Cuatempan, se les analizó su capacidad de promover la germinación de semillas de 

P. chiapensis, observando que ninguna de ellas fue capaz de promover la 

germinación. 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 disminución en la población de P. chiapensis, además que sólo 

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 germinación 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 está 

pasando en estos dos tipos de rodales, ¿Por qué P. chiapensis está bien 

establecido en rodales no alterados mientras que en rodales alterados se ve 

disminuida su población? La respuesta a esta pregunta puede variar según el 

enfoque, podría estar relacionado con cuestiones físicas: temperatura, humedad, 

altitud del lugar o relacionarse a las características del suelo, es decir que sean 

factores fisicoquímicos los que le estén afectando al establecimiento de P. 

chiapensis en los rodales alterados, o puede deberse a una alteración en la 

rizosfera de dicha especie, es decir que, en los suelos alterados exista una 

modificación de la comunidad presente en la rizosfera o una combinación de 

ambos.      

 

El estudio de P. chiapensis es de gran importancia por varias razones, entre ellas, 

se trata de un espécimen sujeta a protección especial en México y catalogada 

como una especie de pino amenazada por la Unión Internacional de la 

Conservación de la Naturaleza (UICN), además de ser considerada como especie 

prioritaria para la reforestación en México por razones de ecológicas, económicas y 

sociales (CONAFORT; FAO, 2012). Este trabajo de tesis contribuye al conocimiento 

para la diferenciación de las poblaciones de P. chiapensis en los rodales alterados 

y no alterados, con un enfoque de investigación en sus propiedades 

microbiológicas de sus suelos. 
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3. Justificación. 

 

Los pinares son un recurso forestal de gran importancia en nuestro país, Pinus 

chiapensis es un pino de interés económico que posee una buena calidad de 

madera y su resina propiedades medicinales. Se localiza en forma de pequeños 

rodales esparcidos, pero actualmente muy pocos de ellos se encuentran en buenas 

condiciones en México. Las perturbaciones que se observan son en su mayoría 

antrópicas y es catalogado como un pino en proceso de desaparición y con 

protección especial por el gobierno mexicano e instituciones internacionales. 

 

Actualmente en el estado de Puebla se pueden apreciar rodales perturbados como 

no perturbados. Estudios preliminares microbiológicos han mostrado bacterias 

provenientes de los rodales no alterados y con potencial a ser promotoras de la 

germinación de P. chiapensis, así mismo se han observado hongos en semillas que 

provocan su pudrición y muerte. El estudio de este tipo de microorganismos que 

influyen el proceso de germinación de P. chiapensis será sin duda importante, para 

mejorar la sobrevivencia y desarrollo del pino en su ambiente natural, evitando así 

su inminente extinción. 
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4. Hipótesis. 

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

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

 

 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

Estudiar las bacterias y hongos asociadas en la germinación de Pinus 

chiapensis 

5.2 Objetivos particulares 

- Aislamiento e identificación de bacterias con función en la germinación de 

Pinus chiapensis.  

- Estudiar posibles mecanismos PGPRs de las bacterias seleccionadas 

- Estudiar hongos con un efecto adverso en la germinación de Pinus 

chiapensis. 
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6. Material y Métodos  

 

Suelos de diferentes rodales de P. chiapensis fueron muestreados. Se les 

realizaron análisis fisicoquímicos. 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 promoción de 

la germinación de P. chiapensis y características 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 geográficas 19º 52' 02" latitud N y 97º 19' 42" longitud W. Otro sitio 

que se muestreó, una plantación en la localidad de San Diego ubicada en el 

municipio de Teziutlán-Puebla-México, teniendo sus coordenadas geográficas en 

los paralelos 19° 47′ 46″ latitud norte  y los meridianos 97° 05′ 40″.  

 

6.2 Muestreo de suelo para análisis fisicoquímico. 

 

En cada una de las dos regiones analizadas (Hueyapan y San Diego), se tomaron 

ocho muestras de suelo para su análisis. 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 región. El 

sistema de muestreo se realizó 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. 

 

 

http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=San_Diego_(Puebla)&params=19.856666666667_N_-97.361111111111_E_type:city


 38 

6.3 Análisis fisicoquímico de suelos  

 

Se evaluó el contenido de nitrógeno total, fósforo, hierro, zinc, sodio, potasio y 

calcio de los suelos. Así mismo, se determinó pH, conductividad y textura, de 

acuerdo con los protocolos estándar. Los análisis físicos y químicos se realizaron 

bajo las metodologías y parámetros establecidos en el manual de procedimientos 

para el análisis de suelos (Technical Paper 9, 2002). Este análisis se realizó por la 

D.C. Castañeda 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 raíces a una profundidad 

de 30 a 40 centímetros de profundidad. Los muestreos se realizaron en el mes de 

julio del 2013. El suelo se pasó por un tamiz de 3 mm de malla y se procedió 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 suspendió un 

gramo de suelo en 99 ml de agua estéril y se diluyó serialmente hasta 10-10. 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, (Muñoz-Rojas J. et al, 2005; Muñoz-Rojas J. et al, 

2006). Para poder asegurar cepas puras se hicieron diluciones seriadas analizando 

su morfología colonial y celular al microscópico óptico. 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 procedió a realizar una 

abreviatura de los nombres de las localidades aisladas, seguido del número de 

muestra, la temperatura en la cual se pudieron aislar y el medio de cultivo en el cual 

se aisló. 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 último, 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 aisló la cepa. Teniendo 

por ejemplo que la cepa SD2037TM, proviene de la localidad San Diego, seguido 

por el número 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 Teziutlán, Puebla, (CONAFOR). Estas semillas fueron sometidas a una 

desinfección superficial. Esta esterilización comprendió en los siguientes pasos:  

 

- Enjuagar las semillas con agua tridestilada estéril. 

- Agregar 50 ml de la solución de tween 20 al 0.1%, colocar en agitación por 

10 minutos 

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

- Realizar desinfección de las semillas con 50 ml de solución de hipoclorito. de 

sodio al 0.8%, colocar en agitación por 10 minutos.  

- Realizar cuatro enjuagues con agua tridestilada estéril.  

- Realizar desinfección de las semillas con 50 ml de etanol al 50%, colocar en 

agitación por 10 minutos. 

- Enjuagar cuatro veces las semillas con agua tridestilada estéril.  

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

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

 

Para probar sí las cepas bacterianas aisladas de rizosfera eran capaces de 

promover la germinación de las semillas de P. chiapensis se inoculó a cada semilla 

con 10 µl de cada una de las cepas con una concentración de 108 por mililitro. El 

soporte para realizar la germinación de las semillas de P. chiapensis fue medio 

agar-agua a una concentración de 0.8% en placas Petri, colocando 20 semillas en 

cada caja. Estas se incubaron en una cámara ambiental hasta por 25 días 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 

realizó por triplicado.   

 

Los parámetros que se determinaron en las semillas germinadas fueron el tiempo 

que tardaban las semillas en germinar y el tamaño total del brote después de 10 

días de su germinación 

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 desinfección superficial con el método ya 

mencionado. Se procedió a colocar a las semillas para su germinación. El soporte 

para realizar la germinación de las semillas de P. chiapensis fue medio agar-agua a 

una concentración de 0.8% en placas Petri, colocando 10 semillas en cada caja. 

Estas se incubaron en una cámara ambiental por 20 días en oscuridad, con una 

humedad relativa del 70% a una temperatura de 27 °C. Cada 24 horas se observó 

si existía el crecimiento de algún microorganismo. Cuando se observó el 

crecimiento de algún microorganismo se aisló en los medios TESMES, PY, LB, LGI, 

Congo Red y MM9 glucosa. 
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Las cepas fúngicas se caracterizaron en medio sólido Sabouraud. Se tomaron 

colonias únicas con características tanto macroscópicas como microscópicas 

iguales. Su morfología macroscópica se describió después de 5 días de incubación 

en oscuridad a temperatura ambiente, se analizaron sus características de colonias 

como su color en ambos lados de la placa, la textura de la colonia es decir si eran 

cremosas, arenosas o con micelio aéreo, entre otras, mientras que para la 

descripción microscópica se procedió a realizar microcultivos teniendo como 

soporte el mismo agar. Éstos se incubaron durante 7 días a temperatura ambiente, 

se desmontaron y se tiñeron con azul de algodón. 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 morfología colonial y celular al 

microscópico óptico. Las cepas purificadas se mantuvieron en glicerol al 20% (v/v) 

a -80 °C. 

 

6.10 Identificación molecular de aislados bacterianos 

 

Los aislados bacterianos que mostraron efecto en la germinación de las semillas de 

P. chiapensis, así como los aislados de las semillas y los controles negativos, se 

identificaron mediante la secuencia del gen 16S DNA ribosomal, utilizando los 

oligonucleótidos UN27F 5'-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-

CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México). Los amplificados de las 

cepas con efecto en la germinación de las semillas de P. chiapensis, fueron 

clonados en el plásmido pGEM. Éstos fueron secuenciados en el Instituto de 

Biotecnología, 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 nucleótidos 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 infirió mediante el uso de un análisis de 
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Neighbor joining realizado con MEGA versión 7 (Kumar S. et al, 2016) y se 

realizaron con 1000 réplicas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.11 Identificación molecular de aislados bacterianos y fúngicos de las 
semillas 

  

Los aislados fúngicos de las semillas de P. chiapensis se identificaron mediante la 

secuencia de la región intergenica entre los genes 18S y 28S y el gen 5.8S DNA 

ribosomal, utilizando los oligonucleótidos ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' y 

ITS4 5'-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3' (White T. J. et al, 1990).  
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Figura 2. Esquema de proceso de clonación del amplicón 16S rDNA en el vector 
pGEM. Diagrama de clonación del amplicón 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 germinación.  
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Los aislados bacterianos que mostraron efecto en la germinación de las semillas de 

P. chiapensis, así como los aislados de las semillas y los controles negativos, se 

identificaron mediante la secuencia del gen 16S DNA ribosomal, utilizando los 

oligonucleótidos 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 Biotecnología, UNAM. Las secuencias obtenidas se compararon con las 

presentes en las bases de datos GenBank. Las alineaciones de la secuencia de 

nucleótidos 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 infirió mediante el uso de un análisis de Neighbor joining 

realizado con MEGA versión 7 (Kumar S. et al, 2016) y se realizaron con 1000 

réplicas de arranque. 

 

Las secuencias nucleotídicas de los amplificados fueron analizadas utilizando los 

programas BioEdit 7.0.9, Blast, Clustar X2 2.1, GeneDoc 2.7, Mega 6.06. 

Construyendo árboles filogenéticos calculando la distancia evolutiva por bootstrap 

con el método Neighbor joining. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema del amplificado utilizado para la identificación molecular de los 
aislados fúngicos: Representación de los genes amplificados para la identificación de los 
aislados fúngicos 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 mínimo base K con fuente de carbono malato. En todas las cepas el inóculo 

se llevó a una densidad óptica de 0.001. El crecimiento se determinó por cuenta de 

unidades formadoras de colonias (UFC) en placas con diferentes antibióticos a 30° 

C. Siendo la cepa SD2037TM resistente a ampicilina (100 µg/ ml) y kanamicina (20 

µg/ml), la cepa SD330TM a espectomicina (150 µg/ml) y ácido nalidíxico (10 µg/ml) 

y la cepa SD2430LB a tetraciclina (30 µg/ml) y ácido nalidíxico (10 µg/ml). 

 

6.13 Recuperación de bacterias en semillas germinadas. 

 

De las semillas de P. chiapensis inoculadas con las cepas SD2037TM, SD2430LB y 

SD330TM se procedió a realizar macerados de los germinados a los 5, 10 y 14 días 

de cada una. Se coloco el germinado en un mortero y se le agrego 1 ml de agua. 

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10-10 y se inocularon 5 microlitros en placas 

de agar LB con antibiótico. El crecimiento se determinó por cuenta de unidades 

formadoras de colonias (UFC) en placas de LB con diferentes antibióticos a 30 °C. 

Siendo la cepa SD2037TM resistente a ampicilina (100 µg/ ml) y kanamicina (20 

µg/ml), la cepa SD330TM a espectomicina (150 µg/ml) y ácido nalidíxico (10 µg/ml) 

y la cepa SD2430LB a tetraciclina (30 µg/ml) y ácido nalidíxico (10 µg/ml). 

 

6.14 Determinación de auxinas y Giberelinas 

 

Para la determinación de auxinas se utilizó el medio de cultivo King B con 1 μg/ml 

triptófano (King et al, 1954). La producción de ácido indol-3 acético se cuantificó por 

un método colorimétrico modificado de Salkowski (Glickmann E. & Deessaux Y., 

1995; Mayer A.M, 1958) utilizando ácido Indol-3-acético (Sigma-Aldrich 15148) 

como control. La evaluación de ácido indol acético (AIA) se realizó de cultivos de 24 

y 48 horas. 
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La giberelina se determinó 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 adicionó 2 ml de una 

mezcla de ácido sulfúrico: etanol (50:50), se incubó a 48 °C durante 30 minutos. La 

lectura de fluorescencia se realizó a 464 nm de emisión y 406 nm en excitación en 

un espectofotómetro de flourescencia Cary Eclipse. Como control se tomó una 

solución stock de Gibberellin A3 (Sigma-Aldrich G7645) desde 1 hasta 19 ug/ml. 

 

Tanto las mediciones de auxinas como de giberelinas fueron normalizadas por 

cuantificación de proteínas presentes en los cultivos bacterianos analizados. 

 

 

6.15 Determinación de solubilización de fosfatos  

 

La determinación de la capacidad de solubilizar fosfatos se realizó mediante el 

método colorimétrico Mo-blue (Murphy J. and Riley J. P., 1962). El medio 

seleccionado fue NBRIP (National Botanical Intitute´s Phosphate). Además, se 

utilizó el medio sólido adicionado con azul de bromotimol para poder visualizar el 

cambio del pH. Se realizaron mediciones de las cepas identificadas como 

promotoras de la germinación a las 24 y 48 horas.   

 

6.16 Ensayo de antagonismo 

 

Se realizó un pre inóculo de las cepas fúngicas en el medio líquido YPD a 27 °C 

con una agitación de 80 rpm por 3 días, mientras que las cepas bacterianas se 

incubaron toda la noche a 30 °C con una agitación de 250 rpm en medio LB. Para 

montar la prueba se colocó un mililitro de cultivo fúngico en 25 ml de agar papa 

dextrosa previamente esterilizado y se vertió en placas Petri. Una vez gelificado el 

agar se coloca 5 µl de cultivo bacteriano previamente ajustado a una densidad 

óptica de 0.5. El halo de inhibición se midió después de 3 días.  
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6.17 Ensayo de hidrólisis de almidón 

 

Se realizó en medio mínimo base K adicionado con papa molida (100 mg de papa 

por cada litro de medio). Se colocaron 5 µl de cultivo bacteriano con una densidad 

óptica de 0.5. Las placas se incubaron a 30 °C y a 4 °C. El halo de hidrólisis se 

midió cada 24 horas hasta las 72 horas a partir de las 24 horas.  Para determinar el 

halo de hidrolisis se realizó un índice entre el halo del crecimiento bacteriano y el 

halo de la hidrolisis de almidón. 

 

6.18 Análisis Estadísticos 

 

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 germinación se calculó como el 

número de semillas germinadas dividido por el número de semillas totales, 

multiplicado por 100. 

 

Además, se realizó un análisis de regresión logística multinivel para determinar el 

tiempo al evento, específicamente en la germinación de las semillas con la 

presencia de bacterias utilizando STATA versión 12 para modelos multinivel. En 

este análisis de regresión, se pueden determinar dos efectos. El efecto de 

"intensidad" se refiere a una proporción de semillas germinadas durante un período 

en comparación con el control, donde el tiempo no se considera como una variable. 

El efecto "calendario" se refiere a la tasa de germinación en ciertos momentos. 

Para este efecto, se podrían analizar los casos de disminución de los tiempos de 

germinación causados por bacterias, alcanzando la misma proporción de semillas 

germinadas, pero en un tiempo más corto que el control sin inoculación. Ambos 

efectos se pueden observar trazando la relación de germinación de semillas contra 
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el tiempo (días), donde: la proporción de semillas germinadas es igual al número de 

semillas germinadas sobre el total de semillas. 

 

Las características fisicoquímicas además se les realizó un análisis de 

correspondencia canónica. La composición del suelo, el contenido de nutrientes y la 

clasificación de los suelos de las regiones arbóreas se separaron en función de la 

presencia o ausencia de bacterias PGPR junto con el eje 1 y el eje 2, 

respectivamente.  
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Figura 4. Localización geográfica de rodales de P. chiapensis.  En el mapa se 
muestra la ubicación de los rodales muestreados San Diego, Teziutlán y Hueyapan de donde 
se obtuvo la muestra de rizosfera para el aislamiento de cepas bacterianas, además se 
muestra la localidad de Cuatempan catalogada como perturbada.  
 

7. Resultados 

7.1 Análisis fisicoquímico de suelo 

 

Se analizaron diferentes parámetros del suelo y clima en las dos localidades 

muestreadas. La localidad de San Diego presentó 60% de humedad relativa, y una 

altitud de 1643 msnm. La localidad de Hueyapan presentó 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 húmedo a 

semicálido húmedo. Estas condiciones se compararon con las del rodal alterado 

ubicado en Cuatempan (Tabla 2). 
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En cuanto al análisis de suelo se observó 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 análisis del pH del suelo de la localidad San Diego mostró un pH de 6.36, siendo 

considerado un suelo con un pH de ligeramente ácido a neutro y óptimo para el 

crecimiento de vegetación. 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 

orgánica se observó con valores de 7.7% para la localidad de Hueyapan indicando 

que su nivel de materia orgánica es muy alto, en el caso de la plantación de San 

Diego se obtuvieron valores de 2.48% indicando que su nivel en materia orgánica 

es media. En cuanto el análisis 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, indicándonos que 

la localidad de San Diego es suelo ligeramente salino, mientras de Hueyapan se le 

considera un suelo salino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lugar Humedad P atm Altitud 

Hueyapan 52.3% 845.5 1500 m 

San Diego 60% 570 1643m 

Cuatempan 53.2% 858.3 1377m 

Clima 

Transición: Templado húmedo / Semicálido húmedo 

Tabla 2. Características climáticas de lugares de muestreo.  

Valores de las condiciones climáticas de los rodales San Diego, Hueyapan y Cuatempan  
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La cuantificación de las concentraciones de fósforo se reportó 4.29 mg/kg para 

Hueyapan y 0.23 mg/kg para la localidad de San Diego, estos valores nos indica 

que la concentración de fosforo en el suelo de las dos comunidades es baja.  

 

Las concentraciones de nitrógeno presente en los suelos de las dos comunidades 

fueron de 0.98% para la localidad de Hueyapan presentando una concentración 

muy alta de nitrógeno total y para la localidad de San Diego se obtuvo un valor de 

0.14%, presentando una concentración media de nitrógeno total. Se analizaron 

otros componentes como hierro, zinc, calcio, potasio y sodio todos estos se 

encontraron en las dos localidades dentro de los parámetros adecuados (NOM-021-

RECNAT-2000). En las dos localidades muestreadas se pudo observar que poseen 

las características 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). Aunque los valores en las tres localidades varían 

entre ellos, se pueden localizar dentro los valores reportados como adecuados para 

el crecimiento y reproducción P. chiapensis (CONAFOR) (Tabla 3). 

 

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

 

Con el fin de aislar bacterias autóctonas de la rizosfera de P. chiapensis se 

eligieron dos sitios de muestreo: El primer sitio donde se observó P. chiapensis en 

diferentes edades y con buena germinación denominado Hueyapan y un segundo 

sitio que es una plantación donde se observó un crecimiento favorable de dicho 

pino denominado San Diego, localizada en Teziutlán. 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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Una vez obtenidas las muestras de rizosfera se procedió a realizar diluciones 

seriadas 1:10, hasta 10-10. 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 monitoreó cada 24 horas hasta por 7 

días, lográndose aislar un total de 418 cepas bacterianas entre los rodales de San 

Diego y Hueyapan. 

 

 

Parámetros 
Localidades 

Cuatempan Hueyapan San Diego 

pH 7.05±0.5a 7.82±1.39 b 6.36±0.6  

Materia orgánica (%) 7.5±0.47 b 7.7±2.84 b 2.48±1.2 a 

Conductividad (dS) 3.43±0.5 a 4.91 ±0.5 b 3.59±0.2 a 

Textura (%):    

Limo  22.0±0.81 a 38.2±8.8 b 66.64±2.4 c 

Arcilla 49.96±0.82 b 18.32±0.5 a 22.00±0.7 b 

Arena  28.04±0.90 b 43.48±4.0 c 11.36±0.5 a 

Tipo de suelo: Andisol Andisol  Andisol 

Fósforo (mg/kg) 12.23±0.5 c 4.29 ±0.3 b 0.23±0.08 a 

Nitrógeno total (%) 0.21±0.1 a 0.98±0.2 b 0.14±0.01 a 

Hierro (mg/kg) 111±1.2 c 28 ±0.6 b 7.74±0.65 a 

Zinc (mg/kg) 170±4.8 c 36±2.4 b 0.02±0.002 a 

Sodio (mg/kg) <0.045±0.02 a 13.30±0.70 b 1146.35±1.10 c 

Potasio (mg/kg) 1024.00±3.09 c 1128.20±2.70 b 40.09±1.40 a 

Calcio (mg/kg) 402.00±2.86 c 265.00±2.52 b 209.40±2.70 a 

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

Tabla 3. Análisis fisicoquímico de rodales muestreados. 
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7.3 Bacterias promotoras de la germinación 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 evaluó la 

germinación de la semilla hasta el día 25. Dicho experimento se realizó por 

triplicado. Los parámetros analizados fueron el tiempo que tardaban las semillas en 

germinar y el tamaño total del brote después de 10 días de su germinación. Estos 

datos se procesaron en el programa Statgraphics Centurion XVI, mediante un 

análisis de varianza (Anova simple) utilizando la prueba múltiple de rangos con el 

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

 

En dicho análisis se observó que, de las 418 cepas bacterianas, sólo 18 tuvieron un 

efecto positivo en el proceso de germinación, al disminuir significativamente el 

tiempo de germinación y aumentar significativamente el tamaño del germinado de 

P. chiapensis (p<0.05) en comparación de semillas control no inoculadas. De estas 

18 cepas promotoras de la germinación 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, H3430LGI, 

H130LGI, H1330LGI, H630LGI, H830LGI, H1830LGI, H5630LGI, H1637RC. 

 

En las Gráficas 1 y 2 se muestra que la germinación por las 18 cepas antes 

mencionadas fue modificada en comparación a los controles no inoculados. Esas 

cepas tuvieron efectos positivos como la disminución del tiempo de germinación y el 

incremento del tamaño del germinado. En ambas gráficas se muestran cepas que 

no mostraron tener efecto positivo en ninguno de los parámetros mencionados 

(SD1537RC, SD237RC y H537RC), a estas cepas se les tomaron como controles 

negativos al igual que Escherichia coli DH5α. Las semillas utilizadas como control 
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recibieron el mismo tratamiento de desinfección que las cepas inoculadas, pero 

estas semillas no fueron inoculadas con ningún microorganismo. 

 

 

 

 

 

 

En la disminución en tiempos de germinación se pudo observar que en las cepas 

aisladas del rodal ubicado en la localidad de Hueyapan, la que tuvo la mayor 

reducción en cuanto tiempos de germinación fue H830LGI con una media de 6.42 

días, seguida por las cepas H1830TM con una media de 6.5 días, H130LGI con una 

media de 6.42 días, H3430LGI y H1330LGI con una media de 6.71, H1637RC con 

una media de 6.87 días, H1830LGI y H5630LGI con una media de 6.97 días y 

H630LGI con una media de 7.14 días, mientras que para el control fue de 7.86 días. 

 

Respecto al rodal ubicado en la localidad de San Diego la cepa con la mayor 

disminución de tiempos de germinación fue SD2037TM con una media de 5.64 días 

seguida por las cepas SD1330LB y SD330TM con una media de 6.42 días, 

Grafica 1. Tiempo de germinación de cepas bacterianas: Efecto en cuanto a tiempo 
de germinación en semillas de P. chiapensis inoculadas con las cepas bacterianas aisladas 

de los rodales San Diego y Hueyapan. Las líneas negras indican la desviación estándar. 
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SD730RC con una media de 6.5 días, SD1730LB con una media de 6.53 días, 

SD2430LB con una media de 6.57 días, SD437RC con una media de 6.62 días, 

SD530TM con una media de 6.86 días y SD130RC con una media de 7.06 días. Se 

utilizaron cuatro cepas como controles negativos, tres provenientes de los rodales 

muestreados y una es la cepa de E. coli DH5α, 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 días 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 DH5α 

tuvo una media de 8.1 días en cuanto tiempo de germinación. En el análisis de los 

tiempos de germinación 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 mostró una mayor diferencia, disminuyendo en 28.24% el 

tiempo de germinación en comparación con las semillas no inoculadas con un valor 

de media de 7.86 días (Tabla 4). 

 

Otra característica analizada fue el aumento en el tamaño del germinado, en estos 

resultados se pudo observar que en las 18 cepas hubo un aumento en el tamaño 

del germinado. De las cepas aisladas del rodal ubicado en la localidad de 

Hueyapan la cepa que tuvo un mayor aumento en el tamaño del germinado fue 

H630LGI con un valor de media de 97.5 milímetros, seguida por las cepas 

bacterianas H830LGI con un valor de media de 93.6 milímetros, H1830LGI con un 

valor de media de 93 milímetros, H1330LGI con un valor de media de 92.2 

milímetros, H5630LGI con un valor de media de 88.9 milímetros, H130LGI con un 

valor de media de 83.38 milímetros, H3430LGI con un valor de media de 77.82 

milímetros, H1637RC con un valor de media de 77.7 milímetros y H1830TM con un 

valor de media de 76.91 milímetros. La cepa que tuvo un mayor aumento del 

tamaño del germinado del rodal ubicado en la localidad de San Diego fue 

SD2430LB con un valor de media de 97.76 milímetros seguido por las cepas 
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bacterianas SD2037TM con un valor de media de 97.74 milímetros, SD330TM con 

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

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

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

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

un valor de media de 80.81 milímetros (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 milímetros 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 milímetros, respecto al 

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

 

Grafica 2. Longitud de germinado. Efecto en tamaño del germinado de P. 
chiapensis inoculados con las cepas bacterianas con efecto en la germinación aisladas 
de los rodales localizados en las comunidades de San Diego y Hueyapan. Las líneas 
negras indican la desviación estándar 
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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 germinación: Fotos de germinados inoculados con las 18 bacterias 
aisladas de rizosfera de P. chiapensis que mostraron un aumento en el tamaño del 
germinado en comparación del control. El germinado control es una semilla sin inoculo de 
microorganismos. 
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Respecto al aumento en el tamaño de longitud en el germinado de la semilla, 

tomando en cuenta las cepas de ambos rodales, la cepa bacteriana que mostró 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 

comparación del control no inoculado. En cuanto a la cepa SD2037TM el 

incremento en el tamaño del germinado es de un 38.15% y la cepa SD2430LB 

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

 

Para poder corroborar que el tiempo de germinación era una variable importante en 

el efecto que ejercía la bacteria inoculada, se procedió a realizar un análisis de 

regresión logística multinivel del tiempo al evento, donde la variable dependiente 

fue la presencia o ausencia de germinación por semilla y las variables 

independientes evaluadas fueron dos, una fue el tiempo de germinación en días y 

la otra fue la cepa inoculada por semilla comparándolo con el control no inoculado. 

Figura 6: Germinados de semillas de P. chiapensis inoculadas con bacterias 
sin efecto positivo en la germinación: Fotos de germinados inoculados con las 4 
bacterias que no mostraron efecto positivo en el tamaño del germinado en comparación del 
control. Las cepas H537RC, SD1537RC y H537RC son bacterias aisladas de rizosfera de P. 
chiapensis, mientras que E. coli DH5 α es una cepa de laboratorio. El germinado control es 
una semilla sin inoculo de microorganismos. 
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Cepa 
Tasa de 

germinación 
(Porcentaje) 

Tiempo de 
germinación 

(Días) 

Longitud del 
germinado 
(Milímetros) 

Tipo de 
efecto 

Valor de 
p según 
efecto 

H1830TM 60 6.50 ± 2.22ab 76.91 ± 20.56cde Intensidad 0.015 

H3430LGI 68 6.71 ± 2.40b 77.82 ± 28.04cdef Intensidad 0.014 

H130LGI 60 6.60 ± 2.31b 83.38 ± 31.63efgh Intensidad 0.004 

H830LGI 66 6.42 ± 1.85ab 93.60 ± 19.60hi Ninguno --- 

H1830LGI 64 6.97 ± 1.92bc 93.00 ± 21.75hi Ninguno --- 

H1330LGI 64 6.71 ± 1.80b 92.20 ± 26.35ghi Ninguno --- 

H630LGI 72 7.14 ± 1.76bcd 97.50 ± 27.04i Ninguno --- 

H1637RC 62 6.87 ± 1.70bc 77.70 ± 29.78cdef Ninguno --- 

H5630LGI 72 6.97 ± 2.55bc 88.90 ± 31.44fghi Ninguno --- 

SD1730LB 64 6.53 ± 1.76ab 85.46 ± 18.04efgh Intensidad 0.010 

SD730RC 72 6.50 ± 1.90ab 87.52 ± 23.05efghi Intensidad 0.013 

SD2037TM 72 5.64 ± 1.84a 97.74 ± 24.28i Combinado 
I=0.0001 
C3=0.024 

SD1330LB 66 6.42 ± 1.77ab 90.23 ± 25.78ghi Intensidad 0.019 

SD2430LB 70 6.57 ± 1.90b 97.76 ± 23.33i Combinado 
I=0.001 

C2=0.018 
C3=0.007 

SD330TM 72 6.42 ± 2.45ab 94.81 ± 25.14hi Combinado 
I=0.001 

C2=0.038 
C3=0.013 

SD530TM 56 6.86 ± 2.19bc 94.17 ± 24.41hi Ninguno --- 

SD437RC 70 6.62 ± 1.90b 88.12 ± 23.08efghi Ninguno --- 

SD130RC 66 7.06 ± 2.44bcd 80.81 ± 26.73defg Ninguno --- 

SD1537RC 44 8.20 ± 1.76ef 50.34 ± 24.20a Ninguno --- 

SD237RC 42 9.10 ± 1.89fg 60.56 ± 21.00ab Ninguno --- 

H537RC 42 9.64 ± 1.56g 59.23 ± 32.00ab Ninguno --- 

E.coli DH5 α 40 8.10 ± 1.44def  64.94 ± 17.54abc Ninguno --- 

Control 56 7.86 ± 1.78cde 70.75 ± 22.80bcd Ninguno --- 

Tabla 4. Datos de tiempos de germinación, longitud de germinados y tasa de 

germinación de semillas de P. chiapensis inoculadas con cepas provenientes 

de las localidades Hueyapan y San Diego. 

*abcdefghi Diferente letra dentro de una misma columna indica una diferencia significativa (p < 0.05).   
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En esta regresión se pueden determinar dos tipos de efectos nombrados calendario 

e intensidad. El efecto positivo intensidad se refiere a que hay una mayor 

proporción 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 

proporción de semillas germinadas en tiempos anticipados en comparación al 

control no inoculado. Y por último hay cepas que pueden tener los dos efectos, 

mayor proporción de germinados a tiempos cortos en comparación 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 realizó el análisis de regresión 

logística multinivel donde se observó 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 

proporción de semillas germinó 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 además de tener una 

mayor proporción de semillas germinadas en un mismo periodo de tiempo con 

respecto al control, existe una misma proporción de semillas germinadas en 

tiempos anticipados en comparación 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 proporción de semillas germinadas en 

comparación con el control (Tabla 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respecto al efecto calendario, se observa que dicho efecto presenta tres fases bien 

diferenciadas. La primera fase abarca del primero al quinto día, donde se puede 

observar el arranque de la germinación, pero con una tendencia al incremento de la 

germinación con las cepas inoculadas, la segunda fase abarca del sexto al noveno 

día, en esta se puede observar un incremento exponencial del número de 

germinados en comparación al control y finalmente del día decimo al décimo tercero 

se observa el término de la germinación. En las tres fases mencionadas se percibe 

Grafica 3. Cepas bacterianas con efecto en tiempos de germinación de semillas 

de P. chiapensis. Cepas bacterias que ejercen un efecto de tipo calendario o intensidad en la 

germinación de semillas de P. chiapensis aisladas de los rodales localizados en las localidades 

de San Diego y Hueyapan. Fase 1 abarca del día 1ro al 5to día, se refiere al inicio de la 

germinación; fase dos abarca del 6to al 9no día, se observa el incremento exponencial de 

germinados en comparación al control; fase 3 abarca del 10o al 13o día observando el término de 

la germinación. 
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que las tres cepas aisladas del rodal localizado en San Diego (SD2030TM, 

SD330TM, SD2430LB) actúan promoviendo la germinación con ambas 

características, teniendo un efecto calendario e intensidad (Grafica 3). 

 

A su vez, se analizaron los tres periodos de tiempo en el análisis de regresión 

logística 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 germinación, 

donde se observa que, en las semillas tomadas como control al quinto día, aún no 

hay ningún germinado en comparación con semillas inoculadas con las cepas 

H130LGI, H3430LGI, H1830TM, SD2030TM, SD330TM, SD730RC, SD1330LB, 

SD2430LB y SD1730LB (Gráfica 3). En éstas se observa una proporción de 

germinación de semillas de 0.1 a 0.2, sin embargo, en esta fase no se apreció 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 germinación en un 12% en 

comparación del control son SD2037TM, SD330TM y SD730RC; las dos primeras 

tienen efecto tipo calendario ya que germinan antes que el control mientras que 

SD730RC sólo tiene el efecto intensidad. 

 

La cepa SD2430LB superó al control con el 10% más de germinación, aunándose 

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

la intensidad de germinación: H3430LGI con más del 8% de germinación, 
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Tabla 5. Población de cepas con un efecto calendario en la germinación de 
P. chiapensis en semillas inoculadas.  

Población 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  

SD1330LB con 6%, H1637RC con 2%; H1830TM y H130LGI estás últimas 

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 observó el 

efecto calendario, para lo cual se colocaron inóculos de 107 UFC por semilla. En el 

primer periodo se observaron poblaciones semejantes a la inoculada, en el 

segundo y tercer periodo las poblaciones aumentaron de 109 a 1010 UFC, lo que 

indica que estas bacterias (SD2037TM, SD2430LB y SD330TM) se establecen y 

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

 

 

Con estos análisis 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 germinación de P. chiapensis. 

 

7.4 Análisis de correlación canónica entre las propiedades fisicoquímicas de 
los rodales Hueyapan, San Diego y Cuatempan de Pinus chiapesis. 

 

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

pudiendo observar variantes en la composición de sus suelos. En estos rodales se 

Cepa 
UFC en el 1er 

periodo 
UFC en el 2do 

periodo 
UFC en el 3er 

periodo 

SD2037TM 5 x 107 9 x 109 8 x 1010 

SD2430LB 2 x 106 7 x 109 5 x 1010 

SD330TM 5 x 105 6 x 109 8 x 109 

Control --- --- --- 
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Figura 7. Análisis de correlación canónica de los rodales muestreados. Relación de 
las propiedades fisicoquímicas 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  

procedió al aislamiento de bacterias que promovieran la germinación de P. 

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

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

observar los datos antes mencionados se procedió a realizar un análisis de 

correlación canónica para observar el comportamiento entre los dos tipos de 

rodales en relación con la composición de sus suelos.  

 

 

 
 

 

 

Este análisis mostró que los datos del sitio perturbado están claramente separados 

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

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

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

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

limo, fósforo, hierro, sodio, arena, material orgánico y calcio fueron representativas 
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en la primera dimensión, lo que indica que estas variables contribuyen 

principalmente al agrupamiento, mientras que en la segunda dimensión la arcilla y 

el sitio muestreado fueron representativos. Las variables más estrechamente 

relacionadas en el sitio perturbado o alterado fueron arcilla, zinc, calcio, hierro y 

fósforo. 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 Identificación de bacterias promotoras de la germinación de P. chiapensis 

 

Inicialmente se realizó una identificación fenotípica en el medio LB y posteriormente 

la identificación genotípica.  

 

A los aislados analizados se les caracterizó macroscópica y microscópicamente. 

Las colonias mostraron morfología, color y consistencia constantes en agar LB. En 

cuanto la caracterización microscópica se analizó su morfología celular, tamaño, 

movilidad a dos diferentes temperaturas de crecimiento, así como el tipo de tinción 

de Gram que presentaban. Para ambas caracterizaciones se hicieron 5 

repeticiones, observando consistencia en los datos analizados (Tabla 6).  

 

Para la identificación genotípica se utilizó 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 

oligonucleótidos UN27F 5'-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-

CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México). Dicho procedimiento se 

realizó con las 18 cepas bacterianas aisladas de los rodales localizados en las 

comunidades San Diego y Hueyapan (Figura 8). 
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epa 
Tamaño y 

forma de la 
colonia 

Color de la colonia 

Movilidad 
Morfología 

microscópica 
Tinción 
de Gram 

30 °C 37 °C 

SD2037TM 
Mediana,  
irregular 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles 
Movilidad 

baja 
Bacilo, 

pequeño 
- 

H1330LGI 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
- 

H1830TM 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

H1830LGI 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
- 

H3430LGI 
Mediana. 
Irregular 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles 
Movilidad 

nula 
Bacilo, medio + 

SD2430LB 
Mediana. 
Irregular 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Movilidad 
baja 

Movilidad 
baja 

Bacilo, medio - 

SD130RC 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles Móviles Bacilo, medio + 

SD1330LB 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles Bacilo, medio + 

H830LGI 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
- 

SD37RC 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

H5630LGI 
Pequeña, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Movilidad 
baja 

Movilidad 
nula 

Coco, 
pequeño 

+ 

H630LGI 
Pequeña , 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Coco, 

pequeño 
+ 

SD330TM 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta 
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo., 

pequeño 
- 

H130LGI 
Pequeña,  
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles Bacilo, medio. - 

H1637RC 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Movilidad 
baja 

Móviles Bacilo. medio - 

SD1730LB 
Mediana, 
irregular 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles Bacilo, medio + 

SD730RC 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta  
brillante 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

SD530TM 
Mediana, 
uniforme 

Blanca- amarillenta 
opaca 

Móviles 
Movilidad 

baja 
Bacilo, medio + 

SD1537RC 
Mediana, 
uniforme 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

SD237RC 
Mediana, 
irregular  

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

H537RC 
Mediana 
irregular 

Blanca-amarillenta 
opaca 

Móviles Móviles 
Bacilo, 

pequeño 
+ 

  

 

 

Tabla 6. Características fenotípicas en medio LB de las cepas bacterianas. 
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Las construcciones obtenidas fueron secuenciadas en el Instituto de Biotecnología 

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 árboles filogenéticos para cada una de 

ellas. La distancia evolutiva se infirió mediante el uso de un análisis de Neighbor 

joining.  

 

Los aislados SD130RC, SD530TM, SD437RC, SD1330LB, SD730LB, H3430LGI, 

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 próximo 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 próximo 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).

Figura 8. Amplificación del gen 16S rDNA clonado en el vector pGEM.  Amplicón del 

gen 16 rDNA ribosomal clonado en el plásmido pGEM. Se muestran las 18 cepas bacterianas 
aisladas de los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan. 
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Figura 9: Árbol filogenético de las 
cepas bacterianas SD130RC, 
SD530TM, SD437RC, SD1330LB, 
SD730LB, H3430LGI, SD1730LB, 
H1830TM, SD1537RC, SD237RC y 
H537RC: La historia evolutiva fue inferida 
usando el método Neighbor-Joining.   Se 
muestra el árbol óptimo con la suma de la 
longitud de la rama =1.22256098. Las 
distancias evolutivas se calcularon 
utilizando el método de máxima 
verosimilitud compuesta y están en las 
unidades del número de sustituciones de 
bases por sitio. El análisis incluyó 112 
secuencias de nucleótidos. B: Bacillus. 
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Figura 10: Árbol filogenético de las cepas bacterianas H1830LGI, H130LGI y H1330LGI: La 
historia evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma 
de la longitud de la rama = 0.7819341. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de 
máxima verosimilitud compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El 
análisis incluyó 59 secuencias de nucleótidos. P: Paraburkholderia, B: Burkholderia. 
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Figura 11: Árbol filogenético de las cepas bacterianas H5630LGI y H630LGI: La historia 
evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de 
la longitud de la rama = 0.403262030. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de 
máxima verosimilitud compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por 
sitio. El análisis incluyó 48 secuencias de nucleótidos. Sta: Staphylococcus. 
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Figura 12: Árbol filogenético de cepa bacteriana H1637RC: La historia evolutiva fue inferida 

usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama 
= 0.3459058. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 
47 secuencias de nucleótidos. C: Cupriavidus. 

 

 

 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.TWNG05 . 

 C.basilensis.CCUG49340T . 

 C.basilensis.DSM11853 . 

 Cupriavidus.sp.NL4 . 

 C.respiraculi.S9-2 . 

 C.respiraculi.S7-6 . 

 C.respiraculi.S9-1 . 

 C.respiraculi.S8-2 . 

 Cupriavidus.sp.S21 . 

 Cupriavidus.sp.YXC3-19 . 

 H16.37.RC . 

 Cupriavidus.sp.Beta-56 . 

 Cupriavidus.sp.TA21 . 

 C.respiraculi.TFD48 . 

 C.respiraculi.2-94 . 

 C.respiraculi.G3 . 

 C.malaysiensis.USMAA1020 . 

 C.gilardii.CR3 . 

 C.plantarum.MA1-1za . 

 C.plantarum.ASC-64 . 

 Burkholderia 

 Achromobacter 
100 

85 

68 

92 

74 

100 

43 

41 

66 
51 

37 

49 

0.0100 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 71 

Figura 13: Árbol filogenético de cepa bacteriana SD2037TM: La historia evolutiva fue inferida 
usando el método Neighbor-Joining.   Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama 
= 0.28829402. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 39 
secuencias de nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. D: 
Dyella. 
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Figura 14: Árbol filogenético de la cepa bacteriana H830LGI: La historia evolutiva fue inferida 
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 
0.8780352. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 28 
secuencias de nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. E: 
Echerichia. 
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Figura 15: Árbol filogenético de la cepa bacteriana SD330TM: La historia evolutiva fue inferida 

usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 
0.41380602. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 50 
secuencias de nucleótidos.  
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Figura 16: Árbol filogenético de la cepa bacteriana SD2430LB: La historia evolutiva fue inferida 
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 
0.14355345. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 69 
secuencias de nucleótidos. 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 
germinación con efecto calendario  

 

Para poder visualizar si las cepas bacterias que ejercieron el efecto calendario en la 

germinación de P. chiapensis (SD2037TM, SD2430LB y SD330TM) eran capaces 

de coexistir en un mismo ambiente y poder visualizar como era la dinámica de sus 

poblaciones respecto al tiempo, se procedió a sembrarlas juntas en un medio rico 

(LB), en un medio mínimo (medio K malato) y en el medio papa dextrosa. Para 

comprobar que las cepas tenían la capacidad de crecer solas en dichos medios se 

sembraron cada una ellas por separado, pudiendo observar un buen crecimiento en 

estos medios. Se colocó un inoculo de 500 microlitros de las tres cepas bacterianas 

con una densidad óptica de 0.01.  

 

Se observó que al coinocular las tres cepas bacterianas en medio LB se aisló la 

cepa SD2430LB perteneciente al género Luteimonas en poblaciones de 105 UFC, a 

las 24, 48 y 72 horas. Sin embargo, la cepa SD330TM perteneciente al género 

Enterobacter sólo se detectó a las 72 horas en poblaciones de 4 x 102 UFC, 

mientras que la cepa SD2037TM perteneciente al género Dyella no fue detectada 

en ninguno de los tiempos analizados (Tabla 7).  

 

En medio mínimo base K a las 24 horas se pudo aislar la cepa SD2430LB 

(Luteimonas) y la cepa SD330TM (Enterobacter) en poblaciones de 4 x 106 y 2 x 

105 UFC, respectivamente. A las 48 horas las poblaciones de la cepa SD330TM 

(Enterobacter) disminuyeron a 2 x 103 UFC, mientras que la cepa SD2430LB 

(Luteimonas) aumentó a 2 x 108 UFC. Por último, a las 72 horas la cepa SD330TM 

(Enterobacter) ya no se logró detectar y la cepa SD2430LB (Luteimonas) bajo su 

población a 8 x 104 UFC. Respecto a la cepa SD2037TM (Dyella) no pudo detectar 

a ningún tiempo analizado (Tabla 7). 

 

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

comportamiento similar a los dos medios de cultivos anteriores y se observó 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 población de 2 x 109 UFC, a las 48 horas de 7 x 108 

UFC y a las 72 horas una población de 1 x 109 UFC (Tabla 7).    

 

A la vez se analizó el crecimiento de estas cepas bacterianas en pareja. Aunque de 

manera individual crecieron en medio mínimo base K cuando fueron coinoculadas 

no crecieron en ninguna combinación 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), sólo 

la cepa SD330TM. Las poblaciones de dicha cepa fueron disminuyendo con el paso 

del tiempo pudiendo detectar una población de 2 x 107 UFC a las 24 horas, 3 x 102 

UFC a las 48 horas y a las 72 horas 4 x 101 UFC. En la coinoculación 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) sólo 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 105 a las 24 horas, 2 x 108 a las 48 

horas y 2 x 109 a las 72 horas (Tabla 7).  

 

En co-cultivo en papa dextrosa, las cepas SD2037TM (Dyella) y SD330TM 

(Enterobacter) mostraron crecimiento retardado y sólo pudieron ser detectadas 

hasta las 72 horas en poblaciones de 2 x 101 y 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), sólo la última mostró crecimiento, obteniendo poblaciones de 2 x 109 

a las 24 horas, 8 x 108 a las 48 horas y de 3 x 109 a las 72 horas (Tabla 7). 

 

Estos resultados nos dan una idea de la interacción 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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Grupo Cepas 

Medio rico LB Medio mínimo base K  Medio Papa dextrosa 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

24 

horas 
48 horas 

72 

horas 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

Cocultivo de 3 

cepas 

Dyella sp. 

(SD2037TM) 
NC NC NC NC NC NC NC NC NC 

Enterobacter sp 

(SD330TM) 
NC NC 

4 x 102 

UFC 

2 x 105 

UFC 

2 x 103 

UFC 
NC NC NC NC 

Luteimonas sp. 

(SD2430LB) 

6 x 105 

UFC 

5 x 105 

UFC 

7 x 105 

UFC 

4 x 106 

UFC 

2 x 108 

UFC 

8 x 104 

UFC 

2 x 109 

UFC 

7 x 108 

UFC 

1 x 109 

UFC 

Dyella sp.  

(SD2037TM) /  
Enterobacter sp  

(SD330TM) 

Dyella sp. 

(SD2037TM) 
NC NC NC NC NC NC NC NC 

2 x 101 

UFC 

Enterobacter sp  

(SD330TM) 

2 x 107 

UFC 

3 x 102 

UFC 

4 x 101 

UFC 
NC NC NC NC NC 

2 x 102 

UFC 

Dyella sp.  

(SD2037TM) / 

Luteimonas sp. 

(SD2430LB) 

Dyella sp. 

(SD2037TM) 
NC NC NC NC NC NC NC NC NC 

Luteimonas sp. 

(SD2430LB) 
NC NC NC NC NC NC NC NC NC 

Enterobacter sp  

(SD330TM) / 

Luteimonas sp. 

(SD2430LB) 

Enterobacter sp  

(SD330TM) 
NC NC NC NC NC NC NC NC NC 

Luteimonas 

(SD2430LB) 

4 x 105 

UFC 

2 x 108 

UFC 

2 x 109 

UFC 
NC NC NC 

2 x 109 

UFC 

8 x 108 

UFC 

3 x 109 

UFC 

Dyella  

(SD2037TM) 

Dyella  

(SD2037TM) 

3 x 107 

UFC 

6 x 108 

UFC 

5 x 108 

UFC 

2 x 107 

UFC 

7 x 108 

UFC 

6 x 108 

UFC 

1 x 107 

UFC 

9 x 107 

UFC 

5 x 108 

UFC 

Enterobacter sp  

(SD330TM) 

Enterobacter sp  

(SD330TM) 

6 x 107 

UFC 

3 x 108 

UFC 

6 x 108 

UFC 

1 x 107 

UFC 

9 x 108 

UFC 

8 x 108 

UFC 

5 x 107 

UFC 

3 x 108 

UFC 

8 x 108 

UFC 

Leclercia 

(SD2430LB) 

Leclercia 

(SD2430LB) 

5 x 107 

UFC 

8 x 109 

UFC 

2 x 109 

UFC 

2 x 107 

UFC 

8 x 108 

UFC 

8 x 108 

UFC 

8 x 107 

UFC 

8 x 109 

UFC 

9 x 109 

UFC 

 

7.7 Características PGPR de bacterias promotoras de la germinación de P. 
chiapensis. 

 

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

germinación poseían algún mecanismo PGPRs se les analizó la capacidad de 

producir compuestos involucrados en la promoción de crecimiento de plantas como 

la producción de auxinas (Ácido Indol Acético (AIA) y giberelinas (AG)). 

 

Tabla 7.  Análisis de poblaciones de PGPRs en co-cultivo. 

Análisis de las cepas SD2430LB, SD2037TM y SD330TM con efecto de proporción de germinación tipo calendario en 

semillas de P. chiapensis.  

NC: No Creció 
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Esta evaluación se realizó con un pre cultivo de toda la noche y se estandarizaron 

todas las cepas bacterianas a una densidad óptica de 0.05. La cuantificación de 

Ácido indol-3-acético se realizó a las 24 y 48 horas, observando que todas las 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las 18 cepas bacterianas evaluadas produjeron ácido indol-3 acético en un rango 

de 0.4 hasta 21 μg/ml de proteína a las 24 horas y de 0.44 hasta 29 microgramos 

de ácido indol-3 acético por mililitro de proteína a las 48 horas. Los valores más 

altos detectados a las 24 horas fueron de 21 μg/ml de proteína para la cepa 

H830LGI (Echerichia), 1.38 μg/ml de proteína para la cepa SD330TM 

(Enterobacter), 0.94 μg/ml de proteína para la cepa bacteriana SD437RC (Bacillus), 

0.90 μg/ml de proteína para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.87 μg/ml de proteína 

Grafica 4: Producción de indoles. Indoles detectados a las 24 y 48 horas en las 

cepas bacterias promotoras de la germinación de semillas de P. chiapensis aisladas de los 

rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan 
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para la cepa SD530TM (Bacillus), 0.82 μg/ml de proteína para la cepa H130LGI 

(Paraburkholderia) y 0.82 μg/ml de proteína para la cepa bacteriana SD2430LB 

(Luteimonas) (Tabla 8).  

 

Algunos de los valores detectados a las 48 horas de producción de indoles  fueron 

de 29.2 μg/ml de proteína para la cepa H830LGI (Echerichia), 2.03 μg/ml de 

proteína para la cepa SD437RC (Bacillus), 1.52 μg/ml de proteína para la cepa 

SD330TM (Enterobacter),1.45 μg/mg de proteína para la cepa SD2037TM (Dyella), 

0.85 μg/ml de proteína para la cepa SD530TM (Bacillus), 0.78 μg/ml de proteína 

para la cepa H3430LGI (Bacillus), 0.73 μg/ml de proteína para la cepa SD130RC 

(Bacillus), 0.70 μg/ml de proteína para la cepa SD1330LB (Bacillus),  0.70 μg/ml de 

proteína para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.64 μg/ml de proteína para la cepa 

H1830TM (Bacillus), 0.55 μg/ml de proteína para la cepa H130LGI 

(Paraburkholderia) y 0.51 μg/ml de proteína para la cepa SD2430LB (Luteimonas) 

(Tabla 8). 

 

Las mediciones de la producción de giberelinas se tomaron a las 72 horas, teniendo 

valores de 0.468 μg/mg de proteína para la cepa SD1730LB (Bacillus), 0.249 μg/mg 

de proteína para la cepa SD730RC (Bacillus), 0.177 μg/mg de proteína para la cepa 

SD2430LB (Luteimonas), 0.6 μg/mg de proteína para la cepa SD330TM 

(Enterobacter), 0.13 μg/mg de proteína para la cepa SD130RC (Bacillus), 0.121 

μg/mg de proteína para la cepa SD2037TM (Dyella) y 0.069 μg/ml de proteína para 

la cepa H1830TM (Bacillus) (Grafica 5). 

 

 La cuantificación de giberelinas se realizó 72 horas, detectando valores de 0.468 

μg/mg de proteína para la cepa SD1730LB (Bacillus), 0.249 μg/ml de proteína para 

la cepa SD730RC (Bacillus), 0.177 μg/ml de proteína para la cepa SD2430LB 

(Luteimonas), 0.6 μg/ml de proteína para la cepa SD330TM (Enterobacter), 0.13 

μg/ml de proteína para la cepa SD130RC (Bacillus), 0.121 μg/ml de proteína para la 

cepa SD2037TM (Dyella) y 0.069 μg/ml de proteína para la cepa H1830TM 

(Bacillus) (Tabla 8). 
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7.8 Solubilización 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 sólido como en medio 

líquido de NBRIP.  

 

Los resultados mostraron que todas las cepas bacterianas son capaces de 

solubilizar fosfatos (Grafica 6). En cuanto a la medición a las 24 horas las cepas 

que presentaron mayor producción son SD1330LB con 33.82 µg/ml de proteína, 

H1830TM (Bacillus) con 31.80 µg/ml de proteína, H1830LGI (Paraburkholderia) con 

28.47 µg/ml de proteína, SD730RC (Bacillus) con 23.31 µg/ml de proteína y 

SD330TM (Enterobacter) 14.47 µg/ml de proteína (Tabla 8).  

Grafica 5: Producción de giberelinas: Giberelinas detectadas a las 72 horas 

en las cepas bacterias promotoras de la germinación de semillas de P. chiapensis 

aisladas de los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan.  

 

../../../../../../Downloads/datos%20fosfatos%20indoles%20y%20giberelinas.xlsx
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Algunos valores de las demás cepas bacterianas a las 24 horas fueron de 13.14 

µg/ml de proteína para la cepa SD437RC (Bacillus), 9.43 µg/ml de proteína para la 

cepa H130LGI (Paraburkholderia), 9.33 µg/mg de proteína para la cepa H1637RC 

(Cupriavidus), 8.34 µg/ml de proteína para la cepa SD2430LB (Luteimonas), 8.34 

µg/ml de proteína para la cepa SD1330RC (Bacillus), 7.83 µg/ml de proteína para la 

cepa SD2037TM (Dyella) y  7.4 µg/ml de proteína para la cepa SD1730LB 

(Bacillus) (Tabla 8). 

 

A las 48 horas los valores obtenidos de solubilización de fosfatos para las cepas 

bacterianas aisladas cambiaron teniendo que las cepas con valores más altos 

fueron de 41.88 µg/mg de proteína para la cepa H1830LGI (Paraburkholderia) y  

41.88 µg/ml de proteína para la cepa SD330TM (Enterobacter) seguidas por  34.67 

µg/m de proteína para la cepa SD730RC (Bacillus), 30.53 µg/ml de proteína para la 

cepa SD437RC (Bacillus), 27.05 µg/ml de proteína para la cepa SD1730LB 

Grafica 6: Solubilización de fosfatos: Fosfatos detectados a las 24 y 48 horas en las 

cepas bacterias promotoras de la germinación de semillas de Pinus chiapensis aisladas de 

los rodales ubicados en las localidades San Diego y Hueyapan.  
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Tabla 8: Evaluación de mecanismos PGPRs de las cepas bacterianas con 
efecto benéfico en la germinación de P. chiapensis.  

*abcdefgh Diferente letra dentro de una misma columna indica una diferencia significativa (p < 0.05).   

(Bacillus), 26.34 µg/ml de proteína para la cepa H130LGI (Paraburkholderia), 23.79 

µg/mg de proteína para la cepa H1830TM (Bacillus), 11.56 µg/ml de proteína para 

la cepa SD2430LB (Luteimonas) y 10.02 µg/ml de proteína para la cepa SD2037TM 

(Dyella)  (Tabla 8).   

 

 

Cepa bacteriana 

 

IAA (µg IAA / ml proteina) 

Giberelinas 

(µg ácido 

giberílico/ 

ml proteína) 

Solubilización de fosfatos 

(µg fosfato/ml proteína) 

24 h          48 h 72 h 24 h 48 h 

Bacillus H1830TM 0.54 ± 0.01bc 0.64 ± 0.01def 0.060 ± 0.005bc 31.80 ± 0.730f 23.79 ± 1.60f 

Bacillus H3430LGI 0.57 ± 0.14bc 0.78 ± 0.05fg 0.056 ± 0.004bc 8.92 ± 0.510b 13.42 ± 1.18de 

Bacillus SD1330LB 0.72 ± 0.02bc 0.70 ± 0.03efg 0.070± 0.005c 33.82 ± 0.360f 29.50 ± 0.78gh 

Bacillus SD1730LB 0.72 ± 0.02bc 0.55 ± 0.13cde 0.468± 0.035i 7.40 ± 0.140b 27.05 ± 1.23fgh 

Bacillus SD730RC 0.90 ± 0.14c 0.70 ± 0.03efg 0.249± 0.004h 23.31 ± 1.930d 34.67 ± 1.14i 

Dyella SD2037TM 0.50 ± 0.11bc 1.45 ± 0.11h 0.121 ± .009d 7.83 ± 0.570b 10.02 ± 1.31bcd 

Paraburkholderia 

H130LGI 
0.82 ± 0.25bc 0.55 ± 0.16cde 0.045± 0.002bc 9.43 ± 0.010b 26.34 ± 1.37fg 

Luteimonas SD2430LB 0.82 ± 0.12bc 0.51 ± 0.19cd 0.177± 0.006ef 8.34 ± 0.570b 11.56 ± 1.13cde 

Enterobacter SD330TM 1.38 ± 0.14d 1.52 ± 0.007h 0.600± 0.078j 14.47 ± 1.940c 41.88 ± 2.76j 

Paraburkholderia 

H1330LGI 
0.71 ± 0.15bc 0.64 ± 0.17def 0.190± 0.012g 8.82 ± 0.480b 13.65 ± 1.77e 

Echerichia H830LGI 21.00 ± 1.28e 29.2 ± 0.30j 0.160± 0.015fg 8.26 ± 0.600b 7.94 ± 1.02b 

Bacillus SD130RC 0.74 ± 0.001bc 0.73 ± 0.00fg 0.130 ± 0.006de 8.34 ± 0.580b 9.43 ± 0.01bc 

Bacillus SD530TM 0.87 ± 0.10bc 0.85 ± 0.05g 0.039 ± 0.006b 8.79 ± 0.640b 11.89 ± 1.58cde 

Paraburkholderia  

H1830LGI 
0.76 ± 0.21bc 0.44 ± 0.02bc 0.042 ± 0.002bc 28.47 ± 0.500e 41.88 ± 1.64j 

Bacillus SD437RC 0.94 ± 0.09cd 2.03 ± 0.005i 0.120 ± 0.011d 13.14 ± 1.850c 30.53 ± 1.77h 

Staphylococcus 

H5630LGI 
0.78 ± 0.04bc 0.78 ± 0.09fg 0.062 ± 0.007bc 7.35 ± 0.160b 8.99 ± 0.44bc 

Staphylococcus 

H630LGI 
0.55 ± 0.13bc 0.67 ± 0.10def 0.160 ± 0.020ef 9.09 ± 0.340b 9.44 ± 0.01bc 

Cupriavidus H1637RC 0.4 ± 0.12ab 0.27 ± 0.04b 0.034 ± 0.002b 9.33 ± 0.10b 11.35 ± 1.11bcde 

Bacillus SD1537RC 0.021 ± 0.006a 0.019 ± 0.001a 0.0004 ± 0.000a 0.010 ± 0.002a 0.009 ± 0.001a 

Bacillus SD237RC 0.018 ± 0.007a 0.016 ± 0.002a 0.0003 ± 0.000a 0.012 ± 0.003a 0.010 ± 0.002a 

Bacillus H537RC 0.017 ± 0.009a 0.016 ± 0.002a 0.0004 ± 0.000a 0.009 ± 0.002a 0.007 ± 0.002a 

E.coli DH5  α 0.005 ± 0.004a 0.004 ± 0.002a 0.00045 ± 0.000a 0.000 ± 0.000a 0.000 ± 0.000a 
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Estos datos muestran que las 18 cepas bacterianas promotoras de la germinación 

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 solubilización son diversos, pero uno de ellos es la acidificación del 

ambiente donde se encuentran.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para poder evaluar si estas cepas bacterianas eran capaces de acidificar el medio 

donde crecen se procedió a crecer a estas bacterias en medio sólido NBRIP, 

teniendo como indicador el azul de bromotimol. Se detectó 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 tamaño del halo 

conforme el paso del tiempo, observando a las 72 horas un viraje de tonalidad en la 

Figura 17: Crecimiento de bacterias en medio solido NBRIP. Acidificación 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 utilizó Azul de bromotimol como indicador de pH. 
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mayoría de la placa. Estos resultados nos indica que el pH del medio está virando 

de un pH neutro a un pH ácido, indicando que las bacterias aisladas son capaces 

de acidificar el medio donde crecen (Fig. 17).  

 

             

 

 

 

 

Figura 18: Hidrólisis de almidón de cepas bacterianas aisladas de rizosfera de P. 
chiapensis. En la figura se muestran los halos de hidrólisis a dos temperaturas y con 
sus respectivos índices de hidrólisis. 
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7.9 Capacidad de hidrólisis de almidón por bacterias promotoras de la 
germinación de P. chiapensis 

 

Las bacterias aisladas mostraron tener la capacidad de acelerar el proceso de 

germinación 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 germinación, a su vez, se exploró la posibilidad de que 

estos aislados bacterianos sean capaces de sintetizar enzimas que favorezcan la 

hidrólisis de los componentes de reserva que se encuentran en el mega gametófito.  

 

Se probó si todos los aislados promotores de la germinación eran capaces de 

hidrolizar el almidón. Este ensayo se realizó en agar mínimo base K adicionado con 

el almidón de papa. Las placas se incubaron a 30 y 4 grados centígrados. Se 

determinó la razón entre el halo de bacteria y el halo de hidrolisis de almidón. Las 

cepas SD2037TM (Dyella), SD437RC (Bacillus), SD1330LB (Bacillus), SD730LB 

(Bacillus), SD130RC (Bacillus), H3430LGI (Bacillus), SD2430 LB (Luteimonas) y 

SD530TM (Bacillus) hidrolizaron almidón a 30° C y 4° C, observándose mayor 

hidrólisis a 4 grados (Fig. 18).   

 

7.10 Aislamiento e identificación de cepas fúngicas y bacterianas de semillas 
de P. chiapensis. 

 

Al trabajar con las semillas de P. chiapensis, se observó que existían 

microorganismos persistentes en las semillas a pesar de diferentes procesos de 

lavado y desinfección 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 colaboración con la QFB 

Mónica Muños (Muños F. M., 2017). Para las bacterias se utilizó en el medio de 

cultivo LB, mientras que con los hongos se utilizó el medio Sabouraud.   
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Se aislaron ocho cepas fúngicas y cinco cepas bacterianas. Estos aislados fueron 

identificados utilizando enfoques de morfología macroscópica, microscópica y 

molecular. A nivel macroscópico en el caso de las bacterias se describió la 

morfología de la colonia, mientras que a nivel microscópico para los hongos se 

describió las características de sus micelios, hifas y cuerpos fructíferos (Tabla 9).  

 

A los aislados fúngicos se les denominó numéricamente (Cepa 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 

8). A los aislados bacterianos se les denomino alfabéticamente (cepa A, B, C, D y 

E). 

 

La Cepa 1 mostró una colonia filamentosa, vellosa y con surcos radiales, márgenes 

definidos con textura algodonosa de color blanco - grisácea, al observarla al 

microscopio se pudieron observar cuerpos fructíferos sostenidos por hifas septadas 

hialinas, presencia de conidióforos, metulas y fiálides alargadas con producción de 

conidios. La cepa 2 presentó una colonia algodonosa con surcos radiales de color 

blanco con un anillo verde y centro gris, al microscopio se observó la presencia de 

hifas cenocíticas, ramificadas, hialinas, conidióforos, fiálides en forma de botella y 

conidios globosos.   

Figura 19: Daño 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 endófitos. 
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Cepa Género 
Morfología 

Macroscópica 
Morfología 

macroscópica 
Morfología 

Microscópica 
Morfología 

microscópica 

1 Penicillium 

 

Colonia 

filamentosa, vellosa 

y con surcos 

radiales, márgenes 

definidos con 

textura algodonosa, 

de color blanco- 

grisácea.  

Hifas septadas 
hialinas, con 
conidióforos 

simples, metulas, 
fiálides y conidias 

hialinos. 

2 
Trichoderma 

 

 

Colonia 
algodonosa, 

surcos radiales, 
de color blanco 

con un anillo 
verde y centro 

gris 
 

Hifas cenocíticas, 
ramificadas, 

hialinas, 
conidióforos, 

fiálides en forma 
de botella y 

conidias globosas  

3 
Trichoderma 

 

 

Colonia 
algodonosa, 

surcos radiales, 
blanca, con un 

anillo verde 

 

Hifas cenocíticas, 
conidióforo 

hialino, fiálides 
alargadas con 

conidios globosos 

4 Trichoderma 

 

Colonia 
aterciopelada y 
algodonosa con 
centro verde y 

coloración blanca 

 

Hifas cenocíticas, 
conidióforos 

hialinos, fiálides 
alargadas en 

forma de botella 
con conidias 

globosas.  

5 Trichoderma 

 

Colonia 
algodonosa, con 
vellosidades de 
color blanco con 

un centro 
pequeño verde 

 

Hifas cenocíticas, 
conidióforos 

hialinos, fiálides 
alargadas en 

forma de botella 
con conidias 

globosas. 

Tabla 9: Descripción de las cepas fúngicas aisladas de semillas de P. chiapensis.  
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6 Trichoderma 

 

Colonia 
algodonosa y 

aterciopelada de 
color blanco con 
el centro verde 

 
 

Hifas cenocíticas, 
conidióforos 

hialinos, fiálides 
alargadas en 

forma de botella 
con conidias 

globosas. 

7 Diaporthe 

 

Colonia vellosa 
aterciopelada de 

color blanco 
grisáceo, con un 

centro beige 
 

Micelio 
macrosifonado 

hialino y tabicado 
sin presencia de 

cuerpos 
fructíferos 

8 Cladosporium 

 

Colonia 
aterciopelada, 
vellosa, con 

pliegues radiales 
de color verde 
obscuro en el 
centro de la 

colonia 
aclarándose en la 

periferia con 
márgenes 
blancos. 

 

Hifas septadas, 
ramificadas con 

conidióforos, 
fiálides 

alargadas, 
conidios 

elipsoides. 

  

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

de un anillo verde, al microscopio presentó hifas cenocíticas con conidióforos 

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

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

observaron hifas cenocíticas, conidióforos hialinos, fiálides alargadas en forma de 

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

vellosidades de color blanco con un centro pequeño verde, al microscopio presentó 

hifas cenocíticas, conidióforos hialinos, fiálides alargadas en forma de botella con 

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

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

conidióforos hialinos, fiálides alargadas en forma de botella con conidios globosos.  

 

Características macroscópicas y microscópicas de las ocho cepas fúngicas aisladas de las semillas de P. chiapensis.  
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La cepa 7 presentó una colonia vellosa aterciopelada de color blanco grisáceo, con 

un centro beige, al microscopio se observó un micelio macrosifonado hialino y 

tabicado sin presencia de cuerpos fructíferos a pesar de crecerlo en diferentes 

medios de cultivos. La cepa 8 presentó una colonia aterciopelada, vellosa, con 

pliegues radiales de color verde obscuro en el centro de la colonia, aclarándose en 

la periferia con márgenes blancos, al nivel de microscópica se observaron hifas 

septadas, ramificadas con conidióforos, fiálides alargadas, conidios elipsoides 

(Tabla 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la identificación genotípica, las cepas bacterianas fueron cultivadas por 18 

horas y los aislados fúngicos por 7 días. A partir de DNA total de las cepas 

bacterianas se amplificó el gen 16S rDNA utilizando los oligonucleótidos UN27F 5'-

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y UN1392R 5'-CAGGGGCGGTGTGTACA-3', 

para el caso de los hongos se amplificó la región intergenica y un fragmento del gen 

5.8S rDNA, utilizando los oligonucleótidos ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' 

y ITS4 5'-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3'.  

 

1500 pb 
 

M    A   B    C   D   E 
 

500pb 

 

M  1  2   3  4  5   6  7  8 

 

A 
 

B 
 

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

de P. chiapensis. 
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 B-tequilensis-FJAT-
40023 . 
 
 B-licheniformis-
HYTAPB18 . 
 

 B-methylotrophicus-
JF29 . 
 
 B-subtilis-
KBL52 . 
 
 B-subtilis-
KBL39 . 
 
 B-subtilis-
NDS1a . 
 
 B-vallismortis-
WUS4 . 
 
 B-licheniformis-Rajni-
14 . 
 

 B 
. 
 
 E 
. 
 

 B-tequilensis-B-
04 . 
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WG21 . 
 
 B-subtilis-H7 
. 
 
 B-subtilis-SML-
M160 . 
 
 B-velezensis-
BPR189 . 
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40022 . 
 
 B-tequilensis-FJAT-
47808 . 
 
 B-mojavensis-
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 C 
. 
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Figura 21. Árbol filogenético de las cepas bacterianas A, B, C, 
D y E: La historia evolutiva fue inferida usando el método Neighbor-
Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la 
rama = 0.503639870. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando 
el método de máxima verosimilitud compuesta y están en las unidades 
del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 99 
secuencias de nucleótidos. B: Bacillus. 
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 1 . 
 

 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 . 
 
 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 . 
 

 Aspergillus 

 

100 
 

0.01 
 

Figura 22. Árbol filogenético de la cepa fúngica 1: La historia evolutiva fue inferida usando el 

método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 0.16916807. 
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud compuesta y están en 
las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 33 secuencias de 
nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. P: Penicillium  
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 T.erinaceum.SN10 . 

  T.erinaceum.F1.1 . 

  T.gamsii.SCAU130 . 

  T.gamsii.SCAU052 . 

  T.gamsii.AV9B . 

  T.erinaceum.ECPXFS09 . 

  T.koningiopsis.IBSD.GF6 . 

  T.gamsii.XSX2 . 

  T.gamsii.LIT39.1 . 

  T.gamsii.UNISS1 . 

  T.yi0732.1 . 

  T.gamsii.5313CMU . 

  T.gamsii.PM152 . 

  T.koningiopsis.TVD . 

  T.gamsii.UNISS2 . 

  T.gamsii.XYX1 . 

  6 . 

  5 . 

  T.koningiopsis.CTCCSJ . 

  T.neokoningii.CBS120070 . 

  T.gamsii.CTCCSJ.G.HB40456 . 

  T.erinaceum.SBGX.FM08 . 

  T.erinaceum.ECPXFS11 . 

  T.erinaceum.TS11 . 

  T.erinaceum.PUXXFS56 . 

  T.koningiopsis.voucherPDA . 

  T.koningiopsis.voucher . 

  T.gamsii.TR31 . 

  4 . 

  3 . 

  T.gamsii.6252 . 

  2 . 

  Hypomyces 

 

99 
 

0.02 
 

Figura 23. Árbol filogenético de las cepas fúngicas 2, 3, 4, 5 y 6: La historia evolutiva fue inferida 
usando el método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 
0.25724839. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud 
compuesta y están en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 38 
secuencias de nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. T: 
Trichoderma. 
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 D.kongii.055 .. 

  D.kongii.62 .. 

  D.kongii.73 .. 

  D.endophytica.PHA.1 .. 

  D.aspalathi.1562 .. 
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  7 . 
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  D.schini.B125 .. 
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  S.implicatum-CBS .. 
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  S.implicatum.CBS-397.70A .. 

  S.ochraceum.CBS.428.67 .. 
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Figura 24: Árbol filogenético de la cepa fúngica 7: La historia evolutiva fue inferida usando el 
método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama =1.03338722. 
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud compuesta y están en 
las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 27 secuencias de 
nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes. D: Diaphorte. 
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Figura 25: Árbol filogenético de la cepa fúngica H8: La historia evolutiva fue inferida usando el 
método Neighbor-Joining. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama =0.39575319. 
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud compuesta y están en 
las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. El análisis incluyó 33 secuencias de 
nucleótidos. 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 

fúngicas de 500 pb. Los productos de PCR fueron concentrados y enviados al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM para su secuenciación (Figura 20). Las 

secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias obtenidas del programa 

BLAST, con dichas secuencias recopiladas se procedió a la construcción de 

árboles filogenéticos. La distancia evolutiva se infirió mediante el uso de un análisis 

de Neighbor joining. 

 

Las cepas fúngicas se pudieron diferenciar en cuatro clados; la cepa fúngica uno se 

encuentra cerca del género Penicillium (Figura 22), las cepas fúngicas 2,3,4,5 y 6 

se encuentran cerca del género Trichoderma (Figura 23), la cepa fúngica 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 

próximas al género Bacillus (Figura 21). 

 

7.11 Ensayos de antagonismo de bacterias aisladas de rizosfera y de semillas 

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

 

Se procedió a realizar un ensayo de antagonismo retando a las 18 cepas 

bacterianas ya identificadas como promotoras de la germinación de este pino y que 

además poseen diferentes cualidades PGPR más las 5 cepas aisladas de semillas 

de P. chiapensis contra las cepas aisladas de semillas que posiblemente 

provocaban un daño en el proceso de germinación como en la plántula, este 

ensayo se realizó en el medio Sabouroud.   

 

La cepa fúngica 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 inhibición por lo menos por una bacteria (Figura 26). 
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Los hongos 3, 4 y 5 que pertenecen al género Trichoderma, mostraron una ligera 

inhibición 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 mostró una fuerte inhibición por las cepas B, C y E (Bacillus). En el 

hongo 6 perteneciente al género Trichoderma se observó que existe una fuerte 

inhibición por las cepas A, B, C y E. Por último, el hongo 7 perteneciente al género 

Diaporthe mostro una ligera inhibición 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 

inhibición (Figura 26).   

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. 
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8. Discusión  

 

P. chiapensis es un pino que se encuentra en peligro de extinción, esto es debido a 

que su población ha disminuido drásticamente en los últimos años (Málan F. S., 

2001; Del Castillo R.F. and Acosta F., 2002).   

 

En México la población 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 disminución de su población, por el cambio de suelos a agrícolas, además 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 

disminución de su población en diferentes rodales.  

 

En el estado de Puebla existen lugares donde el pino se ha desarrollado sin 

perturbación. En estos sitios los árboles crecen muy bien, encontrándose individuos 

de todas las etapas de crecimiento junto con otras plantas, pero también existen 

otros lugares que denominamos “alterados”, donde la población de P. chiapensis es 

muy baja. En éstas se observan sólo árboles adultos que, aunque son productores 

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

 

P. chiapensis es una especie típica en suelos de tipo Andisol y Acrisol (Martínez A.  

et al, 2018), donde P. chiapensis ha demostrado crecer en poblaciones bien 

establecidas en México. En este estudio se hizo un análisis comparativo entre las 

características fisicoquímicas 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 transición de templado húmedo a semicálido húmedo. 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 ácido a 

neutro con un ligero aumento de 11.14% (pH de 7.82) en Hueyapan. Los demás 

parámetros analizados varían según la localidad.  

 

Aunque existen variantes en los valores fisicoquímicos del suelo de los tres rodales 

analizados, todos se encuentran dentro de los parámetros reportados para la 

germinación y establecimiento de P. chiapensis (CONAFOR).   

 

El análisis de correspondencia mostró que las variables fisicoquímicas 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 parámetros tienen 

un papel importante en la distribución del pino. Es bien sabido que las 

características fisicoquímicas de los suelos están asociadas con el desarrollo del 

crecimiento de cualquier planta. En este análisis se pudo encontrar algunas 

asociaciones entre ciertas características del suelo, siendo la más relevante la 

arcilla en el rodal ubicado en la localidad de Cuatempan catalogada como 

perturbada o alterada. La arcilla está asociada con la presencia de varios 

minerales. Se ha reportado que las propiedades de intercambio catiónico de las 

arcillas son importantes para retener los iones y nutrientes de las plantas, además 

tienen selectividad catiónica 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 están afectados para justificar la ausencia de germinación de las 

semillas de P. chiapensis. 

 

Otra asociación 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+ podrían ser beneficiosas para 

la distribución 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 

condición y proporciona compuestos inorgánicos como el ácido indol acético (IAA), 

etileno, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, compuestos 
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orgánicos volátiles (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 germinación de la semilla, aunque el mecanismo exacto no está 

claro. 

 

Referente a la localidad de Hueyapan se han reportado ensayos de plantaciones 

donde evalúan 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 daño ocasionado por ardillas es bajo, solo de un 13%, concluyendo que 

las semillas producidas son viables en suelos que posean las características 

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

 

Con todo lo anterior se observa que en el aspecto fisicoquímico de los suelos de los 

tres rodales analizados no poseen algún factor decisivo que afecte la germinación 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 tenían la capacidad de afectar positivamente el proceso de 

germinación de las semillas de P. chiapensis se pudo observar que 18 de estas 

cepas bacterianas tenían la capacidad de promover la germinación y aumentar el 

tamaño 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 germinación de las semillas de P. chiapensis, a su vez se puede notar 

una clara diferencia en la población 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 germinación 

de P. chiapensis pudimos identificar diferentes géneros, ubicando a nuestros 

aislados bacterianos promotores de la germinación dentro de ocho géneros. Éstos 

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 población de P. chiapensis se encuentra 

bien establecida sin intervención antrópica. Se tiene ya documentado que este tipo 

de pino es muy sensible a la contaminación y se establecen en lugares no alterados 

antrópicamente, esto podría explicar porque sólo las bacterias de rodales no 

alterados tienen un efecto positivo en la germinación (Martínez M., 1998). 

 

Muchos de los microorganismos rizosféricos poseen actividades de promoción del 

crecimiento de las plantas que benefician el establecimiento de las plantas. 

Hablando específicamente 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 

vietnamiensis, Paenibacillus polymyxa, Enterobacter cloacae, B. fungorum, 

Gluconacetobacter, Bacillus subtilis y Rhabdits sp. son capaces de realizar este tipo 

de asociación. (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 algún mecanismo 

ya conocido. Un ejemplo es el caso de Bacillus, el cual es un género con capacidad 
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de producir antibióticos, antifúngicos, además de ser capaz de colonizar las raíces 

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 

germinación 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 promoción 

del crecimiento de las plantas por bacterias rizosféricas incluyen la producción de 

fitohormonas (ácido indol-3-acético, IAA), la producción de sideróforos, actividades 

enzimáticas que ayudan indirectamente al crecimiento de las plantas, el 

antagonismo contra los patógenos de las plantas, provocar la tolerancia de los 

arboreas a hidrocarburos aromáticos policíclicos (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, sideróforos, 

ACC desaminasas y compuestos antibióticos. Estas bacterias tienen potencial 

biotecnológico para controlar los patógenos y disminuir el estrés biótico y abiótico 

(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 aplicación biotecnológica para la degradación de compuestos 

fenólicos y el biocontrol (Zhou H. et al, 2012; Iasur-Kruh L., 2018). La capacidad del 

género Bacillus para producir compuestos asociados con un aumento en el tamaño 

y el peso de las plantas también está bien documentada, por ejemplo, la producción 

de AIA (Kumar P. et al, 2012). Este género también es capaz de eliminar metales 

tóxicos como el cromo, neutralizando su efecto negativo mediante bombas de 

eflujo, reduciendo Cr (VI) a Cr (III), y activando las enzimas involucradas en el 
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proceso de desintoxicación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Sethuraman P. y Balasubramanian N. 2010). Algunas especies del género 

Enterobacter se han reportado como PGPR, debido a la capacidad de producir AIA 

y también fueron capaces de solubilizar fosfatos, fijar nitrógeno, producir sideróforos 

(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 

producción de compuestos antioxidantes (Das A. & Osborne J. W 2018) y tienen 

una actividad ACC desaminasa que desempeña 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 restauración 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 había sido 

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

 

Las bacterias promotoras de la germinación 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 microhábitats con diferentes gradientes 

fisicoquímicos y condiciones ambientales discontinuas que van a favorecer la 

presencia o ausencia de diferentes microorganismos. Bajo este concepto, la 

microbiota de los diferentes rodales podría estar alterando tanto la germinación 

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 

relación benéfica, al menos en la etapa de la germinación, 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 población se encuentra disminuyendo 

drásticamente.  
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La capacidad que tienen algunas bacterias de promover la germinación en este 

estudio se pudo clasificar como efectos calendario e intensidad, es decir que las 

bacterias promotoras de la germinación son capaces de aumentar el número 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 día, ninguna de las bacterias probadas tuvo un efecto significativo con 

respecto a los controles no inoculados, lo que nos podría mostrar que las bacterias 

necesitan un periodo de adaptación. Es decir que la bacteria puede estar 

modificando receptores o concentrando metabolitos como AIA, giberelinas, entre 

otros, que le permitirán realizar una relación de tipo simbiótica 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 observó que tarda más 

en lograr que las semillas de P. chiapensis germinen, pero cuando la germinación 

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 análisis de la producción de indoles y 

giberelinas nos mostró que esta bacteria es capaz de sintetizar dichas 

fitohormonas, pero la producción de estas es progresiva observando que a las 24 

horas tenemos una producción de 0.5 µg de indoles/ml de proteínas y de 1.45 µg 

de indoles/ml de proteínas a las 48 horas, en comparación de las cepas SD330TM 

(Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas) que poseen un afecto tanto en el 

segundo como tercer periodo donde estas tienen una producción de indoles de 1.38 

µg de indoles/ml de proteínas y 0.82 µg de indoles/ml de proteínas a las 24 horas 

respectivamente. Esto podría justificar porque la cepa SD2037TM (Dyella) sólo 

tiene un efecto en la germinación en el tercer periodo.  
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Respecto a estas tres cepas (SD2037TM, SD33OTM y SD2430LB), estas se 

establecen y mantienen en los 14 días analizados, es decir que las poblaciones de 

las bacterias aumentan conforme el paso de los días, hasta llegar a una población 

adecuada que les permitiría lograr una concentración de fitohormonas y otros 

posibles metabolitos que favorecen la pronta germinación de semillas de P. 

chiapensis, además de aumentar el tamaño del germinado.   

 

Todas las cepas analizadas tienen la capacidad de aumentar el tamaño del 

germinado y fomentar la germinación 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 germinación de 

una cantidad mayor de semillas que el control.  

 

El ensayo de compatibilidad de las cepas bacterianas con un efecto calendario 

arrojó 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 inoculación 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 observó crecimiento hasta las 72 horas con una población baja 

de 102 UFC, mientras que la cepa SD2430LB (Luteimonas) creció desde las 24 

horas, manteniendo su población de 105 UFC hasta las 72 horas. Este 

comportamiento se ve modificado cuando crecen en medio mínimo base K, a 

excepción 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 población similar. Sin 

embargo, con el paso del tiempo la población 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 población de 108 UFC a las 48 

horas teniendo una baja a las 72 horas de 104 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 favoreció con la disminución de la 

población de la cepa SD330TM (Enterobacter), pero en vez de aumentar su 

población cuando esta cepa desapareció, se visualizó que la ausencia de esta cepa  

afecto su crecimiento, teniendo una disminución de su población. 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 108 a 109 UFC 

hasta las 72 horas analizadas, deduciendo que en este medio no necesita a 

ninguna bacteria y que este medio favorece a la producción de posibles metabolitos 

de la cepa SD2430LB (Luteimonas), que provocan la inhibición 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 mínimo no le fue posible crecer a ninguna 

combinación 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 combinación de SD2037TM (Dyella) y SD330TM 

(Enterobacter), se observó que sólo la cepa SD330TM (Enterobacter) puede crecer, 

pero al paso del tiempo ésta disminuye drásticamente observando que, a las 72 

horas apenas si se observan 2 colonias en la primera dilución. Esto nos da la idea 

de que la cepa SD2037TM (Dyella) es capaz de estar presente con una baja 

población y que esta puede estar produciendo un metabolito que necesita 

SD330TM (Enterobacter) y que con el paso del tiempo la concentración de este 

disminuye con la desaparición de esta cepa bacteriana y por ello el crecimiento de 

la cepa SD330TM (Enterobacter) se vea afectado. Por otro lado, en la combinación 

de las cepas SD330TM (Enterobacter) y SD2430LB (Luteimonas), sólo la cepa 

SD2430LB (Luteimonas) fue capaz de crecer, llegando a una población de 109 UFC 

a las 72 horas, observando que la cepa SD2430LB (Luteimonas) vuelve a inhibir el 



 106 

crecimiento de SD330TM (Enterobacter) y esta vez no es necesaria para su 

crecimiento.  

 

En cuanto al ensayo de co-inoculación en el medio papa dextrosa en la 

combinación SD2037TM (Dyella) y SD330TM (Enterobacter) se observó que ambas 

pueden crecer hasta las 72 horas detectando poblaciones bajas de 101 y 102 UFC 

respectivamente, pudiendo observar que son capaces de coexistir, pero necesitan 

tiempo para adaptarse en este medio. La combinación de las cepas bacterianas 

SD2037TM (Dyella) y SD2430LB (Luteimonas) presentó el mismo comportamiento 

que en el medio LB y medio mínimo, 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 observó que la cepa SD2430LB 

(Luteimonas) crece establemente alcanzando poblaciones de hasta 109 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 ningún daño 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 transducción de señales que regulan 

varios procesos que se han visto ser importantes para la interacción 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 dinámico 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 más que 

eliminar la diversidad microbiana en el ambiente (Benjamín K. et al, 2002). 

 

Benjamín Kerr (2002), estableció que es posible que la generación y el 

mantenimiento de la biodiversidad coexistan cuando la dispersión y la interacción 

son locales, mientras que una cepa excluye a las otras cuando la comunidad está 

bien mezclada. Menciona tres diferentes tipos de ambientes uno al que denomina 

en frasco (líquido), a este lo define como un entorno bien mezclado en el que la 

dispersión y la interacción no son exclusivamente locales; el siguiente es 

denominado en placa estática el cual es un entorno en el que la dispersión y la 

interacción son principalmente locales; y por último está 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 controlándose entre sí son capaces de otorgar su 

máximo beneficio a la planta, en nuestro caso a un pino. En este mismo sentido el 

ambiente o composición de suelo de rodal perturbado o alterado ubicado en 

Cuatempan, pudo verse modificado, lo que provocó que la población microbiana se 

afectara y que las bacterias que favorecían al establecimiento de P. chiapensis, 

fueran disminuyendo, siendo desplazadas por otro grupo de microorganismos que 

ahora les favorecía ese nuevo ambiente, provocando que la germinación de P. 

chiapensis ya no se viera beneficiada por algún microorganismos y esto justifique 

porque no fue posible aislar bacterias promotoras de la germinación de P. 

chiapensis.  

 

Dentro de las propiedades de las cepas aisladas están la capacidad de producir 

auxinas en concentraciones necesarias para tener un efecto directo en las plantas, 

con rangos de 0.5 a 4 µg de índoles/ml de proteína con excepción de la cepa 

H830LGI (Echerichia) que fue capaz de producir hasta 29 µg de indoles/ml de 

proteína. 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 además estas propiedades están 

relacionadas con la promoción de germinación (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 

germinación del pino. Se ha documentado que el AIA juega un papel importante en 

la germinación. Se sabe que las semillas acumulaban altas cantidades de IAA 

durante la imbibición de semillas, el crecimiento y germinación de las raíces de las 

plántulas (Bialek K. et al, 1992; Birgit K. et al, 2005). En estudios sobre la latencia y 

germinación de semillas de pino se ha encontrado que el IAA se acumula antes de 

la germinación en P. sylvestris, esta auxina va a estar implicada en el proceso de 

germinación y en la etapa temprana de elongación. Se estima que dentro de los 

primeros 12 días 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 podría deber a la producción de AIA, es decir, las bacterias 

proporcionarían AIA extra a lo que produce el pino. Así se lograría que las 

concentraciones necesarias de esta fitohormona se pudieran alcanzar en menor 

tiempo, logrando la germinación dentro de los primeros seis días, además de 

aumentar la elongación de la plántula. 

 

En cuanto el papel en la germinación de la giberelina se ha reportado que es capaz 

de romper el periodo de latencia del epicótilo en semillas, mostrando que las 

giberelinas podrían regular parcialmente la inactividad de las semillas (Hao H. et al, 

2014). Por otro lado, tenemos la presencia de enzimas hidrolíticas en el cotiledón, 

las cuales son las encargadas de proporcionar los nutrientes y energía para el 

desarrollo del embrión. 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 días de la germinación 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 µg/mg de proteína y producir AIA de 0.27 a 

1.53 µg/mg de proteína, siendo un posible mecanismo para lograr el efecto de 

disminución de tiempos de germinación 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 

están involucrados en la regulación del crecimiento longitudinal, viéndose reflejado 

en la producción 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 exógena promovió la 

germinación y el vigor de las plántulas en P. massoniana al mejorar la respiración 

en las semillas o disminuir los niveles de ácido abscísico endógeno. En P. 

sylvestris, tanto las giberelinas como el IAA aumentaron el alargamiento del brote, 

la producción de xilema y floema y la concentración de IAA (Wang Q. et al, 1997). 

 

El fósforo es un elemento nutritivo esencial para las plantas. Constituye 

aproximadamente el 0.2 por ciento del peso seco de una planta (Tak H.I. et al, 

2012), y es uno de los nutrientes minerales más importantes para P. taeda L 

(Gatiboni L.C. et al, 2017), pero la concentración de fósforo soluble en el suelo 

suele ser muy bajo. El fósforo está 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 

mostró un pH de 7.82, que podría limitar la disponibilidad de P a las plantas debido 

a la fijación por calcio. Por lo tanto, el pH del suelo también podría ser un factor 

para la distribución de la planta, al afectar la disponibilidad de fosfato, que fue 

contribuido por las rizobacterias. Además, las bacterias solubilizadoras de fósforo 

pueden ayudar al crecimiento de las plantas al mejorar la actividad rizobial; esto se 

logra estimulando la fijación de nitrógeno, 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 están poco biodisponibles en los suelos.  

 

Nuestras 18 cepas bacterianas aisladas en este trabajo que mostraron efecto en 

cuanto a la germinación poseen la capacidad de solubilizar fosfatos, además de 

observar acidificación del medio donde crecen, en contrastes de las cepas tomadas 

como controles negativos donde no se encontró que posean la capacidad de 

solubilizar fosfatos además de no modificar el pH del medio donde crecen. La 

solubilización de fosfatos ha sido reportada en diferentes géneros PGPR, los 

mecanismos por lo cual realizan esta solubilización son diversos, uno de los 

descritos es por el cambio en el pH, acidificando el medio y provocando una 

solubilización de los fosfatos insolubles presentes.  Este fenómeno se debe a la 

liberación de ácidos orgánicos de bajo peso molecular por las bacterias en cuestión 

(Fernández 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 ahí 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 solubilización de fosfatos conocido es la 

liberación 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 más representativo el género Bacillus con un porcentaje del 

44%. Todos los géneros aquí identificados poseen diferentes características de 

bacterias PGPRs como solubilización de fosfatos, producción de indoles, fijación de 

nitrógeno, producción 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 germinación de 

P. chiapensis, además de producir AIA, giberelinas y solubilizar fosfatos. Todos 

estos mecanismos pueden estar involucrados en la promoción de la germinación, 

pero en especial las concentraciones de AIA y giberelinas. Se observó que la cepa 

SD2037TM (Dyella) fue una de las que obtuvo mejores resultados dando un tiempo 

de germinación de menos de 6 días y tamaño de germinado de más de 97 

milímetros, al analizar sus niveles de AIA se observó que es una de las cepas que 

tiene una mayor producción siendo de 1.48 µg de indol/ml de proteína a las 48 

horas y que sus niveles de giberelinas a las 72 horas eran de 0.121 µg ácido 

giberílico/ml de proteína, mientras que la cepa H1637RC (Cupriavidus) fue la que 

obtuvo el menor tamaño de germinado siendo de un poco más de 77 milímetros, 

dando un tiempo de germinación de casi 7 días y sus niveles de AIA a las 48 horas 

fueron de 0.27 µg/ml de proteína, siendo la cepa que produjo menor cantidad de 

AIA, de igual manera la producción de giberelinas teniendo valores de 0.034 µg/ml 

de proteína a las 72 horas.   

 

Además de las cualidades antes descritas, se probó si las bacterias aisladas eran 

capaces de hidrolizar almidón, obteniendo que las cepas SD2037TM (Dyella), 

SD437RC (Bacillus), SD1330LB (Bacillus), SD730LB (Bacillus), SD130RC 

(Bacillus), H3430LGI (Bacillus), SD2430LB (Luteimonas), SD530TM (Bacillus) son 

capaces de hidrolizar almidón 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 algún tipo de amilasas.  

 

Durante la embriogénesis se da una serie de sucesos que provocan la aparición de 

tejidos organizados con funciones específicas. Las semillas de angiospermas 

acumulan las sustancias de reserva, en cuerpos proteicos (vacuolas especiales o 

vesículas originadas del RE), cuerpos lipídicos (oleosomas o esferosomas) y 

amiloplastos. La composición de las sustancias de reserva es diversa, está 

compuesta principalmente proteínas, lípidos e hidratos de carbono (Matilla A. J., 

2008). Diversos géneros bacterianos son capaces de producir amilasas que 

favorecen la hidrolisis de almidón, promoviendo la germinación, en este estudio se 
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observó que las cepas productoras de esta hidrolisis pertenecen a los géneros 

Bacillus, Dyella y Luteimonas.  

 

Éste puede ser otro mecanismo por el cual las bacterias aisladas puedan favorecer 

la germinación de las semillas de P. chiapensis, logrando disminuir el tiempo de 

dormancia de dichas semillas. 

 

SD2037TM (Dyella), la bacteria más efectiva para acelerar la germinación y 

aumentar la tasa de germinación, es una especie productiva de IAA y giberelinas y 

posible productora de amilasas. La cepa SD330TM (Enterobacter) que mostró la 

mayor producción de giberelina, no solo estimuló la tasa de germinación, sino que 

también aceleró el tiempo de germinación. Estos resultados implican que estas 

hormonas derivadas de bacterias podrían ayudar a la germinación 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 germinación 

de las semillas. La capacidad de promover esta germinación se puede deber a la 

producción de fitohormonas sintetizadas por estas bacterias u otros mecanismos 

que favorecen el proceso de la germinación.   

 

En cuanto a los aislados de las semillas de P. chiapensis se pudo observar que se 

encontraron cuatro diferentes géneros de cepas fúngicas (Penicillium, Trichoderma, 

Diaporthe y Ciclosporum), mientras que para las cepas bacterianas solo 

encontramos al género Bacillus.  A su vez, se observó que las cepas bacterianas 

son capaces de inhibir a los aislados fúngicos de éstas y nos da una idea de la 

importancia del equilibrio de las poblaciones de microorganismo endógenos de las 

semillas. Un posible escenario de estas poblaciones es que el hongo sea favorable 

en los primeros días de la germinación y que en un estadio posterior este hongo 

pueda tornarse perjudicial para la plántula, en este momento la cepa bacteria propia 

de la semilla, juega el papel de controlar la población de la cepa fúngica para poder 
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permitir el éxito del germinado. Postulando que la concentración de la población de 

los diferentes microorganismos es lo que puede dictar que tipo de efecto es el que 

pueden ejercer en el proceso de germinación de P. chiapensis, sin embargo, para 

poder esclarecer este proceso es necesario realizar más 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 promoción de 

germinación que se observó y que las poblaciones de diferentes microorganismos 

pueden estar involucradas en el proceso de germinación y posiblemente en el 

establecimiento de P. chiapensis. 

 

Todos nuestros resultados nos muestran que la interacción de diferentes géneros 

bacterianos puede ser necesaria para lograr una germinación adecuada y favorecer 

el éxito del germinado. Este es el primer estudio que reporta bacterias que actúan 

como promotoras de la germinación de semillas de P. chiapensis, además de 

asociar la posible ausencia de éstas o alguna inhibición 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 microbiológico para la restauración 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 

modificación de estas poblaciones bacterianas podrían afectar a otras especies 

vegetales por el desequilibrio que se generaría en las poblaciones ya establecidas. 

Aunque aún 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 población microbiana presente en los diferentes rodales de P. chiapensis varía 

de acuerdo al grado de alteración de éstos. 

 

La inoculación de bacterias aisladas de los rodales no alterados ubicados en las 

localidades de San Diego y Hueyapan, en semillas de P. chiapensis favorece la 

germinación. 

 

Los aislados bacterianos de P. chiapensis poseen propiedades PGPRs que pueden 

estar participando en la promoción de la germinación de las semillas de P. 

chiapensis. 

 

Los aislados bacterianos de Dyella sp. SD2037TM y Enterobacter sp. SD330TM 

fueron los candidatos más prometedores, estimulando la germinación, al aumentar 

las tasas de germinación y el tamaño de los brotes. 

 

Existen microrganismos endógenos 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 

función importante en el proceso de germinación y en su posible establecimiento. 
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10. Perspectivas  

 

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

chiapensis. 

 

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

germinación y establecimiento de P. chiapensis.  

 

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

en el proceso de establecimiento de P. chiapensis. 

 

3.- Realizar ensayos de inoculación de bacterias y hongos autóctonos de la 

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

semillas in situ. 
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Anexos 

 

Definición 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 hábitat y de poblaciones o ejemplares que 

ahí 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 CaCl2. 

- Mínimo M9: MgSO4, FeSO4, solución goodies y glucosa.  

- LB: Bactotriptona, extracto de levadura y NaCl. 

- Rojo Congo: Acido málico, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl, extracto de 

levadura, FeCl3, KOH y rojo Congo. 

- LGI: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, CaCl2, NaMo4, glucosa, extracto de levadura 

y azul de bromotimol. 

- NBRIP: MgCl2 6H2O, MgSO4 H2O, KCl, (NH4) 2SO4, Ca2 (PO4) 2, glucosa e 

hidroxiapatita.  

- King B: Peptona, K2HPO4, MgSO4, Triptófano y glicerol  

- Medio para giberelinas: Glucosa, NH2PO4, KH2PO4, MgSO4 7H2O, FeSO4, 

CuSO4, ZnSO4, MnSO4, (Na2)6Mo7O24 4H2O. 

- Sabouroud: Glucosa y pluripeptona 

- Medio mínimo base K: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl, CaCl2, acido 

málico, FeCl3, Na2MoO4 7H2O  
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- Medio papa dextrosa: Dextrosa y papa 

- Medio mínimo base K adicionado con papa: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, 

NaCl, CaCl2, acido málico, FeCl3, Na2MoO4 7H2O. 

 

Condiciones de PCR bacterias: 

Las condiciones para la PCR utilizando los oligonucleótidos UN27RC Y UN1392 

fueron las siguientes: 

95°- 5 minutos de desnaturalización.  

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

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

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

72° -10 minutos amplificación final. 

 

Condiciones de PCR hongos: 

Las condiciones para PCR utilizando los oligonucleótidos ITS1 e ITS4 fueron las 

siguientes 

95°- 5 min. desnaturalización.  

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

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

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

72° -10 minutos de amplificación final. 

 

Cuantificación de indoles por método colorimétrico modificado de Salkowski: 

- Para la cuantificación de indoles se realizó 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. 
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- Agregar 500 microlitros de reactivo PC e incubar 30 minutos en oscuridad. 

- Leer absorbancia a 540 nm. 

Reactivo PC: FeCl3 6H2O, H3SO4  

 

Cuantificación de fosfatos por método colorimétrico Mo-blue 

- Para la cuantificación de fosfatos se realizó 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 falcón 

estéril. 

- Agregar 1 ml de agua y 1 ml de reactivo 1. 

- Incubar 2 horas a 37° C  

- Leer absorbancia a 880 nm. 

Reactivo 1: H2SO4, H24Mo7N6O24 y acido ascórbico  

 

Cuantificación de giberelinas por método de fluorescencia 

 

- Para la cuantificación de giberelinas se realizó un cultivo de 72 horas de 

cada cepa bacteriana analizada en este estudio en medio mínimo 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 falcón 

estéril. 
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- Agregar 200 microlitros de etanol 96% y homogenizar. 

- Después agregar 2 mililitros de una mezcla ácido sulfúrico: etanol (50:50) 

- Incubar a 48 ° C en baño María durante 30 minutos   

- Leer fluorescencia a 464 nm de emisión y 406 nm de excitación en un 

espectofotómetro de fluorescencia.  

 

Medición de halo de hidrolisis de almidón:  

 

Para determinar el halo de hidrolisis de almidón se procedió a realizar un índice 

entre el halo de crecimiento bacteriano y el halo de hidrolisis de almidón. 

Para esto se hicieron cuatro mediciones del diámetro del halo de crecimiento 

bacteriano y cuatro del halo de hidrolisis de almidón, se realiza un promedio del 

tamaño del halo y se determina el índice entre el tamaño del halo de hidrolisis de 

almidón y el halo del crecimiento bacteriano. 

Entre más lejano hacia el lado positivo de 1 se encuentre el valor del índice, nos 

indica una mayor hidrolisis de almidón.       
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