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Abstract: Growth-promoting rhizobacteria from Guarianthe skinneri (Orchidaceae). The Guarianthe skin-
neri orchid is included in NOM-059-ECOL-2010, Mexico standard as an endangered species. In order to study 
PGPR (promoting growth plant rhizobacteria) from this orchid, 10 roots were collected from different plants 
to isolate bacteria associated with the roots, which were analyzed by in vitro tests such as: production of AIA, 
nitrogen fixation, interaction with the mycorrhizal fungus Thanatephorus sp. strain RG26 and phosphate solu-
bilization. We obtain 71 bacterial isolates, 10 strains of them were characterized by sequencing the 16s rDNA 
marker identifying six bacteria: Sphingomonas sp., Sinorhizobium sp., Bacillus sp., Nocardia cerradoensis, 
Bacillus megaterium, and Burkholderia phytofirmans. We observed that the bacterium Sinorhizobium sp. pro-
duced a greater amount of AIA (69.189 μg/ml) and Bacillus sp. performed greater acetylene reduction (10.251 
nmol/96h). In the interactions of the bacteria and the fungus RG26, four categories were presented (extremely 
positive, positive, antagonism 50-50 and inhibition). In relation to the solubilization of phosphate, Burkholderia 
phytofirmans presented higher IS after 48 and 96 h with an IS of 3.11 and 3.48, respectively. The results indicate 
that Bacillus sp. could have the best characteristics to promote the development of the G. skinneri orchid by 
inoculating seeds and seedlings.

Key words: Bacillus sp.; antagonism; indoleacetic acid; phosphate solubilization; nitrogen fixation.

El estado de Chiapas (México) se carac-
teriza por su amplia biodiversidad. En par-
ticular la familia Orchidaceae es una de las 
más abundantes con 700 especies de orquí-
deas aproximadamente (Solano-Gómez et al., 
2016). La región del Soconusco hospeda en 
su territorio 105 géneros y 325 especies de 
orquídeas, representando el 24 % de la riqueza 

orquideológica nacional (Solano-Gómez et al., 
2016). Una de las orquídeas más apreciadas en 
la región del Soconusco es Guarianthe skin-
neri (Bateman) Dressler & W. E. Higgins, una 
orquídea epífita nativa del Sureste de México, 
América Central y Sur de Costa Rica (Bechtel, 
Cribb, & Launert, 1992; Bertolini, Damon, 
& Ibarra-Cerdeño, 2016). Es conocida como 
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guaria morada y candelaria (Vargas-Zamora 
& Gómez-Laurito, 2005; Semarnat, 2010). 
Esta planta se puede encontrar en intervalos de 
distribución altitudinal desde 100-1 000 msnm 
(Damon & Colín-Martínez, 2004). La orquídea 
G. skinneri anteriormente estaba incluida en el 
género de las Cattleya, pero recientemente y 
tras análisis de filogenia molecular se incluyó 
en el género Guarianthe (Dressler & Higgins, 
2003). Florece en los meses de febrero y mayo 
en la estación seca (Vargas-Zamora & Gómez-
Laurito, 2005) durante las fechas de la fiesta 
religiosa de la Candelaria, siendo esta la razón 
de la reducción de sus poblaciones silvestres 
por la excesiva recolecta para fines ceremo-
niales (Bogarín & Pupulin, 2007). Además 
de esto, la deforestación, la destrucción de su 
hábitat, la apertura de campos agrícolas y los 
incendios forestales entre otros, ha llevado a 
la especie casi a la desaparición en su hábi-
tat natural. Por estas razones la orquídea G. 
skinneri está presente en la lista NOM-059-
ECOL-2010 como una especie amenazada en 
México (Semarnat, 2010).

La biología reproductiva de las orquídeas 
es compleja, desde la polinización hasta la 
germinación de las semillas, que requiere de 
un simbionte micorrízico para germinar en 
el medio natural (Yoder, Zettler & Stewart, 
2000). La presencia de estos microorganismos 
es favorecida por los exudados radiculares de la 
orquídea altamente nutritivos, que actúan como 
atrayentes químicos de múltiples especies de 
bacterias y micorrizas (Ahemad & Kibret, 
2014; Prashar, Kapoor, & Sachdeva, 2014). 
Se han aislado bacterias benéficas a partir de 
las raíces de diversas orquídeas, muchas de 
estas presentan la capacidad de producir ácido 
indolacético (AIA) como Burkholderia sp., 
Bacillus sp., Pseudomonas sp., y Agrobacte-
rium sp., (Tsavkelova, Cherdyntseva, Botina, 
& Netrusov, 2007a), Bacillus sp., Burkholde-
ria sp., Enterobacter sp., y Curtobacterium 
sp., (Galdiano-Júnior, Pedrinho, Castellane, & 
Lemos, 2011), Paenibacillus sp., (Faria, Dias, 
Melo, & Carvalho-Costa, 2013). Al igual bacte-
rias fijadoras de nitrógeno (Zambrano-Ramos, 
Salgado-Jiménez, & Hernández-Tapia, 2007; 

Álvarez-López, Osorio-Vega, Díez-Gómez, & 
Martín-Montoya, 2014; Yang et al., 2014; 
Villegas-Espinoza et al., 2014; Li et al., 2017). 
Se han reportado otras bacterias solubilizado-
ras de fosfato inorgánico como Serratia sp. y 
Pseudomonas koreensis (Álvarez-López et al., 
2014). Las asociaciones de hongos, bacterias y 
cianobacterias forman junto con las raíces de 
orquídeas un vasto y complejo microhábitat 
(Tsavkelova, Lobakova, Kolomeitseva, Cher-
dyntseva, & Netrusov, 2003). Algunas bac-
terias presentan interacciones benéficas con 
hongos endófitos mejorando el crecimiento 
de las plántulas in vitro (Wang et al., 2016), 
como también la germinación de semillas y 
el crecimiento de plántulas de orquídeas en la 
aclimatación ex vitro (Tsavkelova et al., 2007a; 
Galdiano-Júnior et al., 2011; Faria et al., 2013).

El objetivo del presente estudio fue identi-
ficar, caracterizar bioquímicamente y mediante 
secuenciación de 16s DNAr cepas bacterianas 
asociadas a las raíces de la orquídea G. skinneri 
con potencial para el crecimiento vegetal que 
puedan considerarse como Bacterias Promoto-
ras de Crecimiento Vegetal (BPCV).

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento y purificación de cultivos 
bacterianos: Se aislaron bacterias a partir de 
10 muestras de raíces con características fito-
sanitarias sanas de individuos de G. skinneri 
provenientes de la colección del Jardín Botáni-
co Regional del Soconusco, Tuzantán, Chiapas, 
México. Se obtuvieron segmentos de ápices de 
raíces en crecimiento, de aproximadamente 3 
cm de longitud y se trasportaron del sitio de 
colecta hasta las instalaciones de laboratorio de 
la unidad de Tapachula de Ecosur (El Colegio 
de la Frontera Sur), empleando una mochila 
térmica paras su conservación en frío durante 
el traslado. Para obtener las bacterias asociadas 
a las raíces se procedió a procesar cada raíz en 
ambiente estéril depositando los fragmentos en 
tubos de ensayo con 2 ml de agua estéril, que 
fue agitado enérgicamente con un vortex en 2 
períodos de 1 min cada uno, para obtener la sus-
pensión bacteriana; en seguida se depositaron 
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los fragmentos de raíz en otros tubos con 5 ml 
de agua estéril con la finalidad de dar un lava-
do suave para colocarlas posteriormente en un 
tubo con 1 ml de agua estéril, donde, con una 
varilla de vidrio estéril, se maceraron para obte-
ner la suspensión bacteriana a estudiar. Con una 
asa bacteriológica estéril se tomó una alícuota 
de la suspensión bacteriana del primer tubo 
y del último tubo para hacer estrías en medio 
de cultivo sólido B de King en placas Petri de 
100 • 15 mm (King, Ward, & Raney, 1954). 
Previamente, la superficie del medio de cultivo 
fue dividida en dos áreas (a y b) para estriar dos 
muestras en cada placa Petri del mismo tubo. 
Las placas se colocaron en incubadoras (Blue 
M 200A Stabil-Therm) a 28 °C durante 48 h. 
Las colonias fueron re-aisladas y cultivadas 
en tubos de ensayo inclinados, conteniendo 
cada uno 2 ml de medio de cultivo sólido B 
de King, por estría cruzada. Todas las colonias 
se conservaron en glicerol al 30 % de acuerdo 
al protocolo de Carrillo, Puente, Castellanos y 
Bashan (1998), realizando cuatro réplicas por 
cada cepa y fueron conservadas en congelación 
a -20 °C.

Síntesis de Ácido indolacético (AIA): 
Las bacterias se inocularon por triplicado en 
tubos viales de 22 ml conteniendo 15 ml 
del medio de cultivo Czapek suplementando 
con 200 µg/ml de DL-triptófano (SIGMA) y 
posteriormente se incubaron en oscuridad a 
28 °C, en agitación constante en Maxi-Shake 
(SBD PL 50 BIO) a 150 rpm durante 72 h. 
Concluidas las 72 h se tomó 1 ml de cultivo 
bacteriano que fue transferido a tubos viales 
de 22 ml conteniendo 15 ml de cultivo Czapek 
suplementado con 200 µg/ml de DL-triptófano 
(SIGMA), manteniéndolas en oscuridad a 28 
°C en agitación constante a 150 rpm por 48 h 
(Tsavkelova, Cherdyntseva, Lobakova, Kolo-
meitseva, & Netrusov, 2001; Tsavkelova, Cher-
dyntseva, & Netrusov, 2005). Transcurrido ese 
tiempo, se tomó 1.5 ml del cultivo bacteriano 
que fue depositado en microtubos estériles de 
1.5 ml, para centrifugarlos a 7 000 xg durante 
10 min (centrifuga HERMLE Z 233 M-2). Se 
recolectó 1 ml del sobrenadante por cada cepa 

y se colocaron respectivamente en tubos de 
ensayo de vidrio de 12 x 100 mm (Tsavkelova 
et al., 2007; Galdiano-Júnior et al., 2011). Se 
agregaron 2 ml de solución Salkowski (35 % 
de HClO4 + 1 ml de FeCI3 0.5 M) (Gordon 
& Weber, 1951). La mezcla se mantuvo 30 
min en oscuridad, observando tonos de colo-
ración entre rosado a fucsia que corresponden 
a altas cantidades de moléculas de indol. La 
intensidad del color se midió por absorbancia 
a 530 nm en un espectrofotómetro (Shimadzu 
UV-1700). Los resultados obtenidos fueron 
calculados a partir de una curva de calibración 
realizada a partir de un stock de 100 µg/ml, 
(0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60 µg/
ml) de AIA grado reactivo de la marca Aldrich 
(No. Cat. I3750) obteniendo así la ecuación 
y = 0.0104x + 0.0291, con un R2 = 0.9821 
(Mantilla-Cardenas, 2007).

Análisis molecular de las bacterias: Se 
extrajo el ADN de las bacterias mediante 
el Kit Aqua Pure Genomic DNA (Bio-Rad 
No. Cat. 732-6340). Se realizó PCR dirigido 
a la región 16S ADN ribosomal por medio 
de los primers fD1 (directo) (5′ AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG 3′) y rD1 (reverso) (5′ 
AAGGAGGTGATCCAGCC 3′)  (Weisburg, 
Barns, Pelletier, & Lane, 1991) que amplifican 
un fragmento de aproximadamente 1 500 pb, 
abarcando las nueve regiones hipervariables 
del gen 16S ribosomal, según el modelo de 
Escherichia coli (Chakravorty, Helb, Burday, 
Connell, & Alland, 2007). La amplificación 
se llevó a cabo utilizando 1 µL de ADN; por 
cada muestra se utilizaron las siguientes con-
centraciones finales de soluciones: Buffer para 
PCR (1X), 0.2 mM de dNTP´s, 0.2 pM de cada 
primer, 1.5 mM Mg2+, 1U de Taq polimerasa, 
en un volumen final de 25 µL. Las condiciones 
de ciclos y temperatura fueron las siguientes: 
primer ciclo inicial de desnaturalización 94 °C 
por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnatura-
lización a 94 °C por 30 s, alineamiento 53 °C 
por 30 s, extensión 72 °C por 1 min y una 
extensión final a 72 °C por 10 min. Obtenidos 
los productos de PCR se purificaron mediante 
el Kit Quantum Prep® PCR Kleen Columns 
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(Bio-Rad, No. Cat. 732-6300) y posteriormente 
se enviaron a Macrogen Inc. (Seúl, Corea) para 
su secuenciación. Los resultados se analizaron 
utilizando el algoritmo tipo Blast y la base de 
datos del Genebank (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/). Las distancias evolutivas se calcularon 
utilizando el método de máxima Similitud, 
basado en el modelo de Kimura con dos pará-
metros (Kimura, 1980). Se muestra el árbol 
con el máximo valor logarítmico de similitud 
(-228.64). El porcentaje de árboles al cual los 
taxa asociados se agrupan se muestra junto a 
las ramas. Los árboles iniciales para la búsque-
da heurística se obtuvieron automáticamente 
aplicando los algoritmos de Neighbor-Joining y 
BIONJ a una matriz de distancias que se estimó 
utilizando la aproximación de Similitud Máxi-
ma compuesta (MLC), y posteriormente se 
seleccionó la topología con mayor valor loga-
rítmico de similitud. Se utilizó una distribución 
Gamma discreta para modelar las diferencias 
evolutivas entre los sitios (5 categorías (+G, 
parámetro = 0.4061)). El árbol está dibujado a 
escala, en donde la longitud de las ramas está 
medida con base en el número de sustituciones 
por sitio. El análisis involucró 33 secuencias 
de nucleótidos. Todas las posiciones que con-
tienen gaps y datos faltantes fueron eliminadas, 
de modo que se tuvo un total de 63 posiciones 
en el conjunto de datos final (Kumar, Stecher, 
& Tamura, 2016).

Prueba de reducción de acetileno: En 
frascos serológicos de 100 ml conteniendo 40 
ml del medio de cultivo Rennie (1981) semi-
sólido al 0.2 %, se agregó 1 ml de suspensión 
bacteriana de cada aislado, posteriormente se 
tapó y se selló, retirando 1 ml de aire y reem-
plazando con la misma cantidad de acetileno, 
colocando los frascos a 25 ± 2 °C durante cua-
tro días. Para validar los resultados se usó como 
control positivo la bacteria Sinorhizobium meli-
loti 1021 (Jones, Kobayashi, Davies, Taga, & 
Walker, 2007). La bacteria S. meliloti 1021 
fue donada a Ecosur, por el cepario del Cen-
tro de Ciencias Genómicas de la Universidad 
Nacional Autónoma de México (anteriormente 
“Centro de Investigación sobre Fijación de 

Nitrógeno”). La reducción de acetileno a eti-
leno se determinó por cromatografía de gases 
de acuerdo a Hardy, Holsten, Jackson y Burns 
(1968), inyectando 5 µl de gas de las muestras 
en el cromatógrafo de gases (Clarus® 500 Per-
kinElmer®), las condiciones del cromatógrafo 
fueron las siguientes: temperatura del inyector 
y detector 200 °C, las condiciones del horno 
se muestran en el apéndice digital 1, con tasas 
de flujo de aire de 300 ml/min y de hidrógeno 
30 ml/min, se utilizó una columna GS-AL/KCI 
de 50 m de largo con 0.530 mm de diámetro y 
un detector de ionización de llama (FID). Los 
resultados obtenidos fueron calculados median-
te la ecuación y = 12.241 X + 5.0513, con un 
R2 = 0.9757, a partir de una curva realizada por 
triplicado en el cromatógrafo de gases (10.694, 
13.368, 16.042, 18.715, 26.737, 37.431, 53.474 
nmol) de un estándar de nitrógeno conteniendo 
15 ppm de diferentes gases (Supelco, No. Cat. 
22566). A los datos obtenidos en la prueba 
de fijación de nitrógeno se aplicó una prueba 
no paramétrica Kruskal-Wallis y la prueba de 
Tukey (P < 0.05) mediante el software estadís-
tico R versión 3.1.2 (R Core Team, 2013).

Compatibilidad de las bacterias con la 
micorriza orquidiode RG26 (cepas conser-
vadas en el laboratorio de ecología cultivo 
sustentable de las orquídeas del Soconusco, 
Ecosur, unidad Tapachula): Se evaluó la 
interacción in vitro de las cepas bacterianas con 
el hongo micorrízico Thanatephorus sp., cepa 
RG26 (López-Chávez, Guillén-Navarro, Ber-
tolini, Encarnación, Hernández-Ortiz, Sánchez-
Moreno y Damon, 2016), aislado a partir de 
Rossioglossum grande (Lindl.) Garay & G.C. 
Kenn. y que presentó resultados exitosos en 
la germinación y desarrollo de protocormos in 
vitro de Rhynchostele bictoniensis (Bateman) 
Soto Arenas & Salazar (Bertolini, Damon, & 
Rojas-Veláquez, 2011), de Oncidium spha-
celatum Lindl. (López-Chávez et al., 2016) 
y Guarianthe skinneri (Bateman) Dressler & 
W.E. Higgins (datos no publicados). En el caso 
de Oncidium sphacelatum Lindl, los análisis 
proteómicos realizados han evidenciado que 
la presencia del hongo micorrízico involucra 
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proteínas, reciclaje de purinas, biogénesis de 
ribosomas durante de desarrollo de los pro-
tocormos de la orquídea (López-Chávez et 
al., 2016). En este sentido, se usó el hongo 
micorrízico para evaluar las interacciones con 
los aislados bacterianos que pudieran dar más 
enfoques de su comportamiento e interrela-
ción. Para ello el hongo RG26 fue cultivado 
en placas Petri de 100 • 15 mm, conteniendo 
el medio sólido B de King (King et al., 1954) 
por 13 días a 25 ºC. Posteriormente, se extrajo 
un fragmento de este cultivo agarizado de la 
micorriza RG26 para inocular el centro en una 
placa Petri de 9 cm de diámetro con cultivo 
virgen. Transcurridas 24 h se inocularon 4 
diferentes aislados bacterianos en cada punto 
diagonal de la placa Petri, a una distancia de 3 
cm del centro de la placa. Se midió también el 
crecimiento del hongo micorrízico en una caja 
Petri sin inocular, para validar los resultados 
de crecimiento de la micorriza RG26 con y sin 
colonia bacteriana (Macedo, Martínez y Lara, 
2012). Las placas Petri fueron colocadas a una 
temperatura de 25 °C. Transcurridas las 48 h 
se tomaron fotografías cada 24 h, evaluando 
el crecimiento del hongo hacia las bacterias 
durante 15 días. La prueba de compatibilidad 
se realizó de acuerdo a Wang et al. (2016) 
donde se establecieron tres tipos de interac-
ciones, siendo: positivo, letal y antagonismo, 
sin embargo en las pruebas de los aislados 
bacterianos con el hongo micorrízico RG26 se 
realizaron algunas modificaciones para esta-
blecer cuatro categorías siendo las siguientes: 
sumamente positivo (++) cuando el crecimien-
to del hongo se sobrepone cubriendo a toda la 
colonia bacteriana sin tener algún efecto nega-
tivo; positivo (+) cuando el hongo micorrízico 
y la colonia bacteriana están juntas pero el 
hongo crece lentamente sobre la colonia bac-
teriana; antagonismo 50-50 (0) cuando ambos 
interrumpen su crecimiento sin que uno preva-
lezca sobre el otro y, por último, inhibición (-) 
cuando las bacterias inhiben el crecimiento del 
hongo micorrízico.

Solubilización de fosfato inorgánico: 
Los aislados bacterianos se sometieron a la 

solubilización del fosfato de calcio tribásico 
(Ca3P2O8), utilizando el medio SRS (Sundara-
Rao & Sinha, 1963), en placas Petri de 100 • 15 
mm empleando la metodología de Carrillo et al. 
(1998). Para obtener el inóculo, en tubos viales 
de 22 ml conteniendo 15 ml de cultivo líquido B 
de King se sembró una parte de la colonia bac-
teriana, realizando cuatro réplicas de cada bac-
teria, los tubos se colocaron en el agitador a 150 
rpm a 28 ºC durante tres días. Por cada placa 
Petri se inocularon cuatro bacterias diferentes 
con un inóculo de 10 µl de cultivo bacteriano. 
Las placas se incubaron a 25 °C, se tomaron 
fotografías de cada placa a las 48 y 96 h para 
posteriormente procesar las imágenes en el pro-
grama ImageJ 1.44 (http://rsbweb.nih.gov/ij/), 
considerado el diámetro de la colonia bacteriana 
y diámetro del halo en mm, evaluando positivas 
las bacterias cuando el indicador púrpura de 
bromocresol del medio de cultivo cambia de 
morado a amarillo. Posteriormente se determinó 
el índice de solubilización (IS) de acuerdo a la 
fórmula IS = A/B donde A = diámetro (colonia 
mm + halo amarillo mm) y B = diámetro de la 
colonia mm (Kumar & Narula, 1999). 

RESULTADOS 

Se obtuvieron un total de 71 aislados bac-
terianos asociados a las raíces de la orquídea 
G. skinneri, que presentaron características 
morfológicas diferentes (Fig. 1).

Síntesis de AIA: Diez bacterias fueron 
seleccionadas por presentar índices mayores 
de producción de AIA. Se observó que la bac-
teria que presentó mayor producción de AIA 
fue Sinorhizobium sp., (cepa 1-7c) con 69.189 
µg/ml y la que presentó menor producción de 
AIA Bacillus sp., (cepa 1-10d) con 10.18 µg/
ml (Apéndice digital 2). La producción de AIA 
es una de las características propias de algunas 
bacterias que son consideradas como BPCV.

Identificación molecular de las bacte-
rias: De las 10 bacterias seleccionadas, se 
logró la purificación y secuenciación del mate-
rial genético de seis de ellas (1-4c, 1-7c, 1-10d, 
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2-7a, 2-10b y 2-10bp). En la base de datos 
de GenBank se logró identificar el género y 
especie de algunas bacterias. La bacteria 1-4c 
tuvo un 99 % de homología con Sphingomo-
nas sp. (número de acceso JQ766118.1), la 
bacteria 1-7c tuvo una homología de 100 % 
como Sinorhizobium sp. (número de acceso 
DQ987860.1), la bacteria 1-10d fue 99 % 
homóloga a Bacillus sp. (número de acceso 
KT151923.1), la bacteria 2-7a tuvo 100 % de 
homología con Nocardia cerradoensis (núme-
ro de acceso KM978282.1), la bacteria 2-10b 
presentó una homología de 100 % con Bacillus 
megaterium (número de acceso KX023249.1) y 
la bacteria 2-10bp tuvo 99 % de homología con 
Burkholderia phytofirmans (número de acceso 
CP001053.1) (Apéndice digital 2).

La figura 2 muestra el agrupamiento de las 
secuencias de los genes ribosomales 16S de las 
cepas bacterianas aisladas 1-4c (Sphingomonas 
sp.), 1-7c (Sinorhizobium sp.), 1-10d (Baci-
llus sp.) 2-7a (Nocardia cerradoensis), 2-10b 
(Bacillus megaterium) y 2-10bp (Burkholderia 
phytofirmans) con las secuencias más cercanas 
identificadas en las bases de datos GenBank. El 
aislado 1-4c se agrupó en una rama muy com-
pacta soportada con un valor de bootstrap de 
55/100 junto con organismos del género Sphin-
gomonas, si bien no nos permitió determinar 

con certeza la especie del aislado bacteriano, 
únicamente nos posibilitó determinar que es 
un organismo del género Sphingomonas. Por 
otro lado el aislado 1-7c se agrupó en una rama 
soportado con un valor de bootstrap de 61/100, 
agrupándose al género Sinorhizobium pero no 
fue posible precisar la especie; ambos pertene-
cientes al grupo alpha-Proteobacteria. La cepa 
2-10bp se agrupó al racimo soportado con valor 
de bootstrap  65/100, al grupo Burkholderia 
en la que no fue posible identificar la especie 
pero si al género que pertenece y al grupo 
beta-proteobacteria. Las cepas 1-10d y 2-10b 
se agruparon en un racimo del árbol que fue 
soportado con valores de bootstrap de 86/100 
junto con el género de Bacillus, sin embargo 
no fue posible determinar la especie a la que 
pertenece, concluyendo que ambos pertenecen 
al grupo Firmicutes y por último el aislado 2-7a 
se agrupó en un racimo soportado con un valor 
de bootstrap de 64/100 al género Nocardia, 
con el resultado obtenido no fue posible pre-
cisar la especie, concluyendo que pertenece al 
grupo Actinobacteria. 

Prueba de reducción de acetileno: Los 
resultados obtenidos muestran que las 10 bac-
terias tuvieron la capacidad de reducir el ace-
tileno. Se encontró que Bacillus sp. presentó 

Fig. 1. A) Morfología bacteriana de Sinorhizobium sp. analizada en el Microscopio Electrónico de Barrido (MEB) y B) 
Morfotipos bacterianos presentes en las raíces de la orquídea G. skinneri.
Fig. 1. A) Bacterial morphology of Sinorhizobium sp. analyzed in the Scanning Electron Microscope (SEM) and B) Bacterial 
morphotypes present in the roots of the G. skinneri orchid.
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mayor reducción con 10.251 nmol cultivo/96 
h, mientras que Sinorhizobium sp., presentó 
menor reducción con 1.637 nmol cultivo/96 h. 
Respecto al control positivo S. meliloti 1021, 
presentó un valor de 4.920 nmol cultivo/96 h, 
encontrando así diferencias con las bacterias 
aisladas (Apéndice digital 2).

Compatibilidad de las bacterianas con 
el hongo micorrízico Thanatephorus sp., 
RG26: En los resultados obtenidos en términos 
de compatibilidad in vitro de las bacterias con 
el hongo micorrízico RG26 se presentaron las 
cuatro categorías establecidas. De los aislados 
se obtuvo que Bacillus sp. y N. cerradoensis 
presentaron la categoría sumamente positiva, 
y las cepas 2-6d, 2-8d y B. megaterium con la 

categoría positiva, mientras que las cepas 1-6a, 
2-9b, B. phytofirmans y Sinorhizobium sp. 
presentaron respuesta de antagonismo 50-50 
y Sphingomonas sp. se mostró inhibidora del 
hongo micorrízico (Fig. 3 y Apéndice digital 2).

Solubilización de fosfato inorgánico: Se 
encontró que las 10 bacterias varían en grado 
de IS de acuerdo al halo observado, se obtuvo 
que B. phytofirmans presentó mayor IS a las 
48 y 96 h con IS de 3.11 y 3.48, seguido B. 
megaterium con un IS de 2.66 a las 48 h y a 
las 96 h con 2.84 (Fig. 4), mientras que la cepa 
Sphingomonas sp. no presentó IS a pesar de 
crecer en el medio de cultivo, no hubo eviden-
cia de su capacidad de solubilizar el fosfato. La 
bacteria Bacillus sp., no presentó IS a las 48 h 

Fig. 2. Análisis filogenético molecular por el método de Máxima Similitud. 
Fig. 2. Molecular phylogenetic analysis by the Maximum Similarity method.



960 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 66(3): 953-968, September 2018

si no que hasta las 96 h se observó el IS con 
2.31 (Apéndice digital 2).

DISCUSIÓN

En las raíces de la orquídea G. skinneri se 
obtuvieron diferentes aislamientos bacterianos 
que presentaban diferentes características mor-
fológicas. Tsavkelova et al. (2003) mencionan 
que la diversidad de bacterias, hongos y cia-
nobacterias forman un consorcio asociado a la 
planta huésped, que puede ser útil en el proceso 
de desarrollo de las orquídeas. También se ha 
mostrado que los aislados bacterianos varían 
en relación a las especies de orquídeas y las 
zonas de la planta donde se aíslan. Por ejemplo, 
Zambrano-Ramos et al. (2007) obtuvieron en 

Laelia furfuracea Lindl., 67 cepas de bacterias 
y en Oncidium sphacelatum Lindl., 81 cepas 
de bacterias, mientras que Faria et al. (2013) 
obtuvieron un menor número de aislados (sola-
mente 12). Prashar et al. (2014) mencionan que 
la mayoría de los microorganismos, aproxima-
damente el 99 %, no son cultivables. Esto se 
debe a que las comunidades de bacterias tienen 
un micro hábitat muy peculiar que depende de 
la especie hospedera, el tipo de raíz y la compo-
sición de los exudados radiculares (Tsavkelova 
et al., 2007a) y además presentan una amplia 
diversidad de compuestos orgánicos (Dakora & 
Phillips, 2002; Hartmann, Schmid, van Tuinen 
y Berg, 2009).

Con relación a la producción de AIA se 
encontró que las bacterias tienen la capacidad 
de producir esta hormona, detectando que el 

Fig. 3. Ejemplo de interacción de las cepas bacterianas con el hongo micorrízico RG26. A) Cepa 1-4c (Sphingomonas sp.) 
inhibición, B) cepa 1-7c (Sinorhizobium sp.) antagonista 50-50, C) cepa 2-7a (Nocardia cerradoensis) Sumamente positiva 
y la cepa 2-10bp (Burkholderia phytofirmans) antagonista 50-50.
Fig. 3. Example of interaction of the bacterial strains with the mycorrhizal fungus RG26. A) strain 1-4c (Sphingomonas sp.) 
inhibition, B) strain 1-7c (Sinorhizobium sp.) Antagonist 50-50, C) strain 2-7a (Nocardia cerradoensis) Highly positive and 
strain 2-10bp (Burkholderia phytofirmans) 50-50 antagonist.
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aislado bacteriano Sinorhizobium sp. (Cepa 
1-7c) presentó mayor cantidad de AIA en com-
paración con las demás bacterias. La cantidad 
de AIA sintetizado varía de especie a especie; 
por ejemplo, Tsavkelova et al. (2007) observa-
ron que los aislados bacterianos del rizoplano 
y endófitos presentaron diferentes cantidades 
de producción de AIA (µg/ml) siendo Baci-
llus sp., la que presentó mayor producción 
de AIA con 58 µg/ml. Sin embargo, Faria et 
al. (2013) encontraron que cepas de Paeni-
bacillus sp., produjeron AIA en un rango de 
1.50-3.63 µg/ml. Al igual Galdiano-Júnior et 
al. (2011) observaron que Burkholderia sp., 
presentó mayor producción de AIA con 22.2 
µg/ml, mientras que Enterobacter sp., 32.3 
µg/ml de AIA.

Múltiples estudios han demostrado el efec-
to beneficioso del AIA producido por las BPCV, 
incluyendo las especies de orquídeas. Faria et 

al. (2013) observaron que Paenibacillus mace-
rans (1C) promovió el crecimiento de plántulas 
durante la aclimatación ex vitro de Cattleya 
loddigesii Lindl. Igualmente Galdiano-Júnior 
et al. (2011) reportaron que Enterobacter sp. 
y Bacillus sp., promovieron el crecimiento de 
las plántulas de Cattleya walkeriana Gardner 
durante la aclimatación ex vitro en invernadero. 
Al igual Tsavkelova et al. (2007b) en la inocu-
lación de semillas de Dendrobium moschatum 
(Buch.-Ham.) Sw. con bacterias productoras de 
AIA de Sphingomonas sp. y Mycobacterium 
sp., presentaron una mejora en la germinación, 
mostrando claramente que las bacterias juegan 
un papel importante para la germinación in 
vitro. Incluso las cepas que producen menores 
cantidades de AIA siguen liberando continua-
mente este compuesto indol, por lo que, desde 
un punto de vista práctico, el tratamiento de las 
semillas de orquídeas con cepas productoras de 

Fig. 4. Solubilización del fosfato en el medio SRS; A1 cepa 1-7c (Sinorhizobium sp.) y A2 cepa 2-10b (Bacillus megaterium) 
a las 48h y B1 cepa 2-10bp (Burkholderia phytofirmans) y B2 cepa 2-10b (Bacillus megaterium) a las 96h.
Fig. 4. Phosphate solubilization in the SRS medium; A1 strain 1-7c (Sinorhizobium sp.) and A2 strain 2-10b (Bacillus 
megaterium) at 48h and B1 strain 2-10bp (Burkholderia phytofirmans) and B2 strain 2 -10b (Bacillus megaterium) at 96h.
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IAA puede ser un método útil y ventajoso para 
la propagación de orquídeas in vitro (Tsavke-
lova et al., 2007b). Sin embargo no todas las 
bacterias que producen AIA estimulan la ger-
minación de las semillas, por ejemplo se ha 
observado que Rhizobium sp. no promueve la 
germinación (Tsavkelova et al., 2007b). El AIA 
es el responsable de la división, elongación y 
estimulación del desarrollo y crecimiento de 
las raíces (Tsavkelova et al., 2007a y b). Tam-
bién estimula la germinación de las semillas y 
tubérculos, aumenta el desarrollo del xilema y 
de las raíces en la formación de raíces latera-
les y adventicias (Glick, 2012). Las 10 cepas 
bacterianas presentaron la producción de AIA, 
por lo que pudieran ser inoculadas en semillas, 
procormos y/o plántulas de orquídeas para una 
germinación y un desarrollo in vitro y ex vitro 
más rápido. Sin embargo, consideramos que 
las cepas bacterianas que presentaron mayor 
producción de AIA, merecen la atención de 
estudios más profundos para evaluar su real 
potencial como inoculantes aplicables al culti-
vo de la orquídea G. skinneri.

En las evaluaciones de fijación de nitró-
geno las 10 bacterias tuvieron la capacidad de 
reducir el acetileno a etileno en las pruebas 
en condiciones in vitro. Estos resultados son 
similares a lo obtenido por Villegas-Espinoza 
et al. (2014) quienes observaron que Bacillus 
amyloliquefaciens presentó mayor reducción 
de acetileno con 6.28 nmol del cultivo-1 h-1 

en contraste con el control Azospirillum halo-
praeferens con 7.2 nmol del cultivo-1 h-1. La 
bacteria Bacillus sp. presentó mayor reducción 
de acetileno por lo tanto se puede considerar 
como una posible bacteria fijadora de nitróge-
no (BFN) por presentar cantidades mayores de 
etileno. El proceso de fijación de nitrógeno es 
realizado por la enzima nitrogenasa que está 
presente en las bacterias que fijan nitrógeno 
atmosférico haciendo disponible este nutriente 
para las plantas. Para realizar este proceso la 
enzima rompe el triple enlace del nitrógeno y 
una de las pruebas que se han utilizado en la 
detección de la enzima en condiciones in vitro 
es la prueba de reducción de acetileno a etileno 
que también presenta triple enlace (Hardy et 

al., 1968). En aquellas bacterias que tienen la 
capacidad de romper este enlace, serán detec-
tados por el cromatógrafo de gases los picos 
correspondientes a cada compuesto, eviden-
ciando así la participación de la enzima en la 
reducción de acetileno a etileno. Diversas bac-
terias presentes en las raíces de las orquídeas 
se han caracterizado mediante la detección del 
gen nifH que codifica para la enzima nitrogena-
sa en la fijación del nitrógeno (Álvarez-López 
et al., 2014; Yang et al., 2014; Li et al., 2017).

Las bacterias fijadoras de nitrógeno mues-
tran resultados favorables en la germinación 
y desarrollo de plántulas en Prosopis chilen-
sis (Molina) Stuntz (Villegas-Espinoza et al., 
2014). Estas bacterias hacen disponible el N 
atmosférico para las plantas y son conside-
radas como BPCV por presentar funciones 
que favorecen la disponibilidad de nutrientes 
(Glick, 2012). Li et al., (2017) mencionan que 
las bacterias diazotrófas se encuentran presen-
tes en la mayor parte de los tejidos aportando 
nitrógeno, a pesar que también se encuentran 
otros géneros bacterianos cumpliendo en las 
raíces. En ocasiones las bacterias no presentan 
interacciones beneficiosas con plantas debido 
a que las bacterias fijadoras de N2 que no for-
man simbiosis no son tan efectivas como las 
bacterias simbióticas (Álvarez-López et al., 
2014). Esto se debe que las bacterias que for-
man nódulos en las raíces aportan mayor N a la 
planta impulsando así el crecimiento y desarro-
llo (Franche, Lindström y Elmerich, 2009). Las 
BFN encontradas pueden resultar beneficiosas 
para las semillas y plántulas de la orquídea G. 
skinneri, haciendo disponible el N para la plan-
ta. Muchas de estas bacterias aisladas pueden 
establecer una relación estrecha en las semillas 
o plántulas, por lo que se considera que tienen 
potencial para la conservación de la orquídea, 
principalmente por ser bacterias encontradas a 
partir de raíces de la misma especie.

Respecto a las bacterias que presentaron 
unas de las categorías establecidas ante el 
hongo RG26, también se han presentado en 
otros trabajos de orquídeas. Wang et al. (2016) 
observaron tres tipos de interacciones en la 
confrontación de hongos endófitos y bacterias 
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endófitas: antagonismo, interacción positiva y 
letal. Tanto Wang et al. (2016) como Macedo et 
al. (2012) encontraron este tipo de interacción 
positiva donde ambos, bacteria y hongo no se 
afectaban entre sí, permitiendo el crecimiento 
del hongo sobre la colonia bacteriana; estos 
resultados son similares a los obtenidos en las 
interacciones de nuestras evaluaciones (Figura 
2). También se observó un antagonismo 50-50 
de las bacterias y del hongo RG26 donde ambos 
competían por el recurso. Macedo et al. (2012) 
mencionan que esto se debe a competencia por 
nutrientes y/o de espacio o en caso de anta-
gonismo mutuo entre el hongo y la bacteria. 
En las interacciones de inhibición se observó 
que las bacterias inhibieron el crecimiento 
del hongo RG26, al que Macedo et al. (2012) 
obtuvieron diferentes grados de inhibición del 
crecimiento del hongo Colletotrichum gloeos-
porioides, obteniendo 8 géneros de bacterias de 
Burkholderia y Bacillus con alto grado de inhi-
bición. Macedo et al. (2012) mencionan que en 
dicha zona de la placa Petri podría existir una 
concentración efectiva de metabolitos que son 
secretados por la bacteria antagonista hacia el 
medio de cultivo y por lo tanto el hongo limi-
ta su crecimiento y se desarrolla a los lados 
donde hay menor concentración de metabo-
litos. También la inoculación de bacterias en 
conjunto o individuales en condiciones in vitro 
puede producir compuestos orgánicos volátiles 
(COV) que pueden ejercer un efecto inhibi-
dor en el desarrollo del hongo (Velázquez-
Becerra, Macías-Rodríguez, López-Bucio, 
Flores-Cortez, Santoyo, Hernández-Soberano, 
& Valencia-Cantero, 2013). Por otro lado, 
Gkarmiri et al. (2015) encontraron que los hon-
gos como Rhizoctonia solani desarrollan una 
amplia gama de mecanismos para defenderse 
durante la competencia ante el confrontamiento 
in vitro con Serratia proteamaculans y Serratia 
plymuthica. Sin embargo, las interacciones que 
observamos fueron solamente de manera visual 
y mediante la toma de datos del crecimiento 
del hongo hacia las bacterias; por lo tanto 
es importante realizar análisis más profundos 
para entender la fisiología de esta interacción y 
aclarar aspectos básicos antes de promover una 

posible aplicación en la práctica agronómica. 
No obstante, con los resultados obtenidos acer-
ca de las interacciones positivas bacteria-hongo 
podemos asumir una respuesta favorable en las 
inoculaciones posteriores de estos microorga-
nismos en las plantas de orquídeas para una 
mayor micorrización en las raíces. En este 
sentido, Wang et al. (2016) observaron que la 
planta se puede beneficiar con las inoculacio-
nes de hongo-bacteria. De esta forma, la inocu-
lación artificial de determinada cepa bacteriana 
puede ayudar la micorrización en las plantas y 
pudiera ser muy útil al reintroducir el material 
vegetal en su ambiente natural, aumentando la 
probabilidad de sobrevivencia, comparado con 
plantas no inoculadas.

En las evaluaciones de solubilización de 
fosfato, los resultados obtenidos muestran que 
la mayor parte de las bacterias aisladas fueron 
capaces de solubilizar el fosfato inorgánico dis-
ponible en el medio de cultivo. Los resultados 
obtenidos en esta evaluación son diferentes a 
aquellos presentados por Faria et al. (2013) 
donde no registraron capacidad de solubiliza-
ción de fosfato inorgánico, aunque presentaron 
altos índices de producción de AIA. Al contra-
rio, Álvarez-López et al. (2014) reportaron que 
en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, las 
bacterias Serratia sp., y Pseudomonas koreen-
sis presentaron mayor eficiencia en la solubili-
zación de fosfato. Al igual, Villegas-Espinoza 
et al. (2014) observaron que B. amylolique-
faciens presentó la mayor solubilización, de 
una manera significativa (P < 0.05) comparada 
con otros géneros (Kocuria polaris, Plano-
coccus antarcticus y Rhododcoccus fascians). 
Vazquez, Holguin, Puente, Lopez-Cortes, & 
Bashan (2000) proponen que la solubilización 
de fosfato se debe a la producción de ácidos 
orgánicos, compuestos volátiles y no volátiles 
de estos microorganismos, como posible meca-
nismo en la solubilización del fosfato de calcio 
insoluble. Diversas bacterias solubilizan com-
puestos como el fosfato tricálcico, el fosfato 
dicálcico, la hidroxiapatita y la roca fosfórica 
(Paredes-Mendoza & Espinosa-Victoria, 2009; 
Corrales-Ramírez, Arévalo-Galvez, & Moreno-
Burbano, 2014). Rodríguez, Fraga, Gonzalez, 
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& Bashan (2006) mencionan que algunos genes 
están involucrados en la solubilización de 
fosfatos minerales y orgánicos, así como la 
oxidación directa de la glucosa al ácido glucó-
nico (GA) como mecanismo principal para la 
solubilización mineral de fosfato en bacterias 
Gram-negativas.

Muchas cepas bacterianas presentaron 
diferentes IS similares a los obtenidos por 
Corrales-Ramírez, Sánchez-Leal, Arévao-Gal-
vez, & Moreno-Burbano (2014). También se 
observa que la solubilización de fosfato no 
se presentó a las 46 h, sino hasta las 96 h. 
Fenómenos similares fueron observados por 
Corrales-Ramírez et al., (2014). Para la conser-
vación de las orquídeas, y en el caso específico 
de G. skinneri, sería muy útil emplear cepas 
de bacterias beneficiosas que puedan ser capa-
ces de promover mayor absorción de P por la 
planta. Considerando el caso de un cultivo in 
vitro a partir de semilla de esta especie con la 
finalidad de una reintroducción en la naturale-
za, una mayor absorción de P implicaría para 
la planta un mayor vigor y una mejor acli-
matación en condiciones naturales y por ende 
un aumento de la probabilidad de éxito en la 
reintroducción. Se ha reportado que cepas bac-
terianas que han sido aisladas de las orquídeas 
y puestas en contacto con semillas han presen-
tado resultados exitosos en la germinación y la 
supervivencia en el proceso de aclimatación ex 
vitro de las orquídeas (Tsavkelova et al., 2007b; 
Galdiano-Júnior et al., 2011; Faria et al., 2013; 
Wang et al., 2016).

De las 10 cepas bacterianas seleccionadas, 
consideramos que Bacillus sp. puede ser usada 
como inoculante bacteriano en semillas y plán-
tulas de la orquídea G. skinneri por presentar 
resultados beneficiosos como producción de 
AIA, fijación de nitrógeno, interacción positiva 
con el hongo micorrízico RG26 y solubiliza-
ción de fosfato. Sin embargo no descartamos 
las demás bacterias identificadas por no pre-
sentar resultados similares a Bacillus sp., lo 
ideal es evaluar estas bacterias en semillas y 
plántulas de G. skinneri para observar cómo 
benefician en la germinación y desarrollo de las 
plántulas, así en un futuro poder implementar 

este mecanismo en la reintroducción de esta 
orquídea en su hábitat mediante la inocula-
ción de bacterias. Este es el primer estudio 
específico acerca de las BPCV en la orquídea 
G. skinneri, subrayando la importancia de su 
caracterización en las raíces de la oriquídea.
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RESUMEN

La orquídea Guarianthe skinneri está incluida en la 
norma NOM-059-ECOL-2010 de México como una espe-
cie amenazada. Con el fin de estudiar las BPCV (bacterias 
promotoras del crecimiento vegetal) en esta orquídea, se 
recolectaron 10 raíces de diferentes plantas para aislar 
bacterias asociadas a las raíces, que se analizaron mediante 
pruebas in vitro como: producción de AIA, fijación de 
nitrógeno, interacción con el hongo micorrízico Thanate-
phorus sp. cepa RG26 y solubilización de fosfato. De los 
71 aislados bacterianos se caracterizaron 10 cepas median-
te secuenciación con el marcador 16s rADN y se identi-
ficaron seis cepas: Sphingomonas sp., Sinorhizobium sp., 
Bacillus sp., Nocardia cerradoensis, Bacillus megaterium 
y Burkholderia phytofirmans. Se observó que la bacteria 
Sinorhizobium sp. produjo mayor cantidad de AIA (69.189 
µg/ml) y Bacillus sp. presentó mayor reducción de acetile-
no (10.251 nmol cultivo/96 h). En las interacciones de las 
bacterias y el hongo RG26 se presentaron cuatro categorías 
(sumamente positivo, positivo, antagonismo 50-50 e inhi-
bición). En relación a la solubilización de fosfato, la bacte-
ria Burkholderia phytofirmans presentó mayor IS a las 48 y 
96 h con IS de 3.11 y 3.48, respectivamente. Los resultados 
indican que Bacillus sp. pudiera tener las mejores carac-
terísticas para promover el desarrollo de la orquídea G. 
skinneri mediante la inoculación de semillas y plántulas.
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Palabras clave: Bacillus sp.; antagonismo; ácido indolacé-
tico; solubilización de fosfato; fijación de nitrógeno.
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APÉNDICE 1
Temperatura del horno en el cromatógrafo de gases

APPENDIX 1
Oven temperature in the gas chromatograph

Rampa (°C/min) Temperatura (°C) Isotérmico (min)
Inicial 0.0 35 2.00

1 10.0 85 0.00
2 20.0 110 1.00

APÉNDICE 2
Características de las cepas en las pruebas para considerar como BPCV

APPENDIX 2
Evaluation of strains in tests to be considered as BPCV

No Cepa
Ácido indol 

acético (AIA)•
Análisis de 
acetileno• Interacción 

RG26*
Índice de solubilización (IS) †

Identificación molecular
µg/ml. nmol IS a 48 hr IS a 96 hr

1 1-4c 15.69±0.64 4.958±1.49 abc - 0.00±0 0.00*±0 Sphingomonas sp.
2 1-6a 14.15±0.35 5.702±1.42 abc 0 2.22±0.07 2.38±0.02 SR
3 1-7c 69.18±0.97 1.637±1.11 bc 0 2.24±0.04 2.34±0.03 Sinorhizobium sp.
4 1-10d 10.18±0.33 10.251±7.98 a ++ 0.00±0 2.31±0.004 Bacillus sp.
5 2-6d 13.06±0.34 4.570±2.10 abc + 2.15±0.04 2.29±0.09 SR
6 2-7a 11.68±0.45 2.045±0.62 bc ++ 0.00±0 0.00±0 Nocardia cerradoensis
7 2-8d 13.19±0.11 6.803±0.83 ab + 2.42±0.04 2.45±0.03 SR
8 2-9b 11.20±0.21 5.445±0.89 abc 0 2.60±0.06 2.72±0.03 SR
9 2-10b 10.50±0.13 3.405 ±62.65 + 2.66±0.01 2.84±0.02 Bacillus megaterium

10 2-10bp 15.95±0.05 2.619±1.98 abc 0 3.11±0.11 3.48±0.03 Burkholderia phytofirmans
11 C+ NA Sm4.920±1.82 abc RG26 NA NA
12 C- 6.17±0.03 0.000±0.000 c NA NA NA

Valores promedio de tres repeticiones y el error estándar (±), C-: Control negativo usado, sin cultivo bacteriano, C+: control 
positivo Sinorhizobium meliloti 1021 (Sm). La cepa 2-10b no se tomó en cuenta en los análisis estadísticos de acetileno, los 
grupos con letras diferentes indican diferencia significativa (P < 0.05). RG26: Control positivo, hongo micorrízico RG26 
sin cepa bacteriana (C+).
†Valores promedio de cuatro repeticiones y error estándar (±). 0.00: cepas que crecieron en el medio de cultivo, pero no 
presentaron solubilización de fosfato o que la presentaron después de las 48 h.
NA: sin controles y SR: no se logró identificación por secuencia 16s.


