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RESUMEN

La agricultura moderna enfrenta el reto de aumentar la productividad sin
comprometer el equilibrio ambiental. El uso intensivo de fertilizantes sintéticos ha
deteriorado la salud del suelo, lo que impulsa la busqueda de alternativas sostenibles.
En este contexto, los microorganismos benéficos del suelo, especialmente aquellos
provenientes de ambientes extremos, ofrecen soluciones prometedoras para el

manejo ecoldgico de cultivos.

Esta investigacion se centrd en la caracterizacion de bacterias nativas del
suelo no rizosférico del Desierto de Mayran, evaluando su potencial
agrobiotecnolégico y su capacidad antagonista frente al hongo fitopatégeno Botrytis
cinerea. Mediante técnicas microbioldgicas como diluciones seriadas, siembra en
estria y tinciones microscoépicas, se aislaron 13 cepas bacterianas adaptadas a
condiciones edaficas extremas (alta salinidad, temperaturas elevadas y baja

disponibilidad de nutrientes).

Las cepas ANBB1 y ANBB6 destacaron por su capacidad de inhibir el
crecimiento de B. cinerea en mas del 60%, posicionandolas como candidatas para
estrategias de biocontrol en sistemas agricolas sostenibles. Ademas, se observé una
predominancia de bacterias Gram negativas con morfologias cocobacilares, en

concordancia con estudios ecol6gicos previos.

Los resultados validan el enfoque metodolégico aplicado y resaltan la
importancia de conservar cepas nativas en colecciones microbianas para futuras
aplicaciones industriales y cientificas. Este trabajo contribuye al conocimiento de la
biodiversidad microbiana en zonas aridas y abre nuevas posibilidades para una

agricultura mas resiliente y ecoldgica.

Palabras clave: Tincion Gram,Bacterias, Microrganismo
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| INTRODUCCION

La agricultura contemporanea enfrenta desafios cada vez mas complejos,
derivados de la creciente demanda de alimentos, el cambio climatico, la degradacion
ambiental y las limitaciones en el uso de recursos naturales. En 2020, mas de 700
millones de personas padecieron hambre, lo que evidencia una crisis alimentaria
global que exige soluciones urgentes y sostenibles (FAO et al., 2025). A medida que
se intensifican los efectos del calentamiento global y la pérdida de biodiversidad, se
vuelve indispensable transformar los modelos agricolas tradicionales hacia sistemas

mas resilientes, eficientes y ecoldgicos.

Uno de los principales conflictos actuales radica en la necesidad de aumentar
la productividad agricola sin comprometer la salud del ecosistema. El uso intensivo
de fertilizantes sintéticos ha generado consecuencias preocupantes, como la
contaminacion de cuerpos de agua, afectaciones a la salud humana y la degradacion
progresiva de la fertilidad del suelo (Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente, 2020). Ante este panorama, la investigacion cientifica ha reorientado sus
esfuerzos hacia el desarrollo de alternativas biotecnoldgicas que promuevan practicas

agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

En este contexto, los microorganismos benéficos del suelo han cobrado
relevancia como agentes clave en la transicion hacia una agricultura sustentable.
Estos organismos no solo favorecen el crecimiento vegetal, sino que también
contribuyen al control biolégico de patdégenos, mejoran la estructura del suelo y
participan en procesos de reciclaje de nutrientes (Cruz-Cardenas et al., 2021; Moreno
Reséndez et al., 2018). Su aplicacibon como biofertilizantes y bioinoculantes
representa una estrategia prometedora para reducir la dependencia de insumos

guimicos y fortalecer la resiliencia de los agroecosistemas.

Particularmente, los microorganismos nativos del suelo no rizosférico del
desierto de Mayran representan una fuente poco explorada de biodiversidad adaptada
a condiciones extremas. Estos suelos éaridos, caracterizados por su baja materia
organica y escasa vegetacion, albergan comunidades microbianas con funciones

ecoldgicas relevantes y potencial agrobiotecnoldgico (Romero-Bastidas et al., 2025).



La caracterizaciéon de estas comunidades puede revelar cepas con propiedades
funcionales de interés, capaces de contribuir al desarrollo de soluciones agricolas

mas sostenibles.

La presente investigacion se justifica por la necesidad de reconocer y
aprovechar los beneficios que ya existen en los suelos nativos, especialmente
aguellos que han evolucionado en condiciones de aridez extrema. Contar con un
catalogo descriptivo de estos microorganismos, clasificados macroscopica y
microscépicamente, y evaluados por su actividad antagénica frente a Botrytis cinerea
u otros fitopatdgenos de importancia regional, permitir4 identificar potenciales agentes
de biocontrol que contribuyan a practicas agricolas mas resilientes y ecoldgicas. Tal
como lo demuestra Vazquez Angulo (2013), el aislamiento de cepas nativas de
Trichoderma spp. en zonas aridas del norte de México ha permitido identificar
microorganismos con capacidad antagonista frente a patdgenos, lo que respalda su

aplicacién como bioinoculantes en sistemas agricolas sostenibles.

Ademas, diversos autores han resaltado la importancia de conservar los
microorganismos del suelo como parte de la biodiversidad terrestre. Segun Burbano-
Orjuela (2021), el suelo alberga gran parte de la vida del planeta y es esencial para la
sostenibilidad agricola. Integrar el conocimiento microbiolégico con estrategias de
manejo sostenible es indispensable para enfrentar los desafios del sector agricola.
En este sentido, Rocha Matus y Térrez Martinez (2022) demostraron que los
microorganismos nativos del suelo fortalecen la resiliencia y productividad de los
agroecosistemas, con alto potencial biotecnoldgico para una agricultura sostenible



1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar microorganismos nativos cultivables del suelo no rizosférico del desierto
de Mayran con potencial agrobiotecnolégico, mediante su aislamiento, analisis
morfologico y evaluacion de actividad antagonica frente a Botrytis cinerea.

1.1.1 Objetivos especificos

Aislar y purificar microorganismos nativos cultivables de suelo no rizosférico

del desierto de Mayran mediante técnicas microbioldgicas (diluciones

seriadas).

e Determinar las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de las cepas
bacterianas aisladas, incluyendo tincién de Gram y morfologia colonial.

e Evaluar la actividad antagonica de las cepas aisladas frente a Botrytis
cinerea mediante confrontaciones in vitro.

e Sintetizar la informacion recopilada para obtener un catalogo de

microorganismos nativos aislados del suelo no rizosférico del desierto de

Mayran con caracteristicas beneficiosas para la agricultura

1.2 HIPOTESIS

Los microorganismos nativos cultivables del suelo no rizosférico del desierto de
Mayran pueden ser aislados mediante técnicas microbioldgicas convencionales y
presentan caracteristicas morfoldgicas y funcionales, incluyendo actividad antagdnica

frente a Botrytis cinerea, que los hacen de interés agrobiotecnoldgico.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Colecciones de cepas microbianas: conservacion y utilidad

agrobiotecnoldgica

Las colecciones de cultivos actian como centros de resguardo y distribucion
de microorganismos, fundamentales para el avance de la microbiologia aplicada. A
través de ellas, se facilita el acceso a cepas especificas para fines académicos,
investigaciones cientificas, procesos industriales y ensayos de calidad. Estas
colecciones, comparables a bibliotecas vivas, permiten preservar la diversidad
microbiana fuera de su entorno natural. Su creacion se vincula con el desarrollo de
técnicas de cultivo puro impulsadas por la escuela de Koch, siendo la primera
coleccion institucional fundada por Frantisek Kral en 1890 (Uruburu, 2003). De esta
manera, la mayoria de los laboratorios microbiolégicos disponen actualmente de
bancos de microorganismos, cuya preservacion es clave para garantizar su aplicacion
en diversos estudios posteriores. Para ello, se implementan métodos de
almacenamiento organizados y codificados que permiten mantener la integridad de

los ejemplares (Plazas Ariza, 2007).

En el caso de una coleccién de microorganismos de un suelo no rizosférico.
Se denomina suelo no rizosférico a aquellas superficies de suelo desnudo, carentes
de vegetacion, que se encuentran proximas a las parcelas y no estan afectadas por
la actividad radicular (Guastavino et al., 2023). Asi mismo Mora (1999) explica que el
entorno radicular (rizosfera) alberga una mayor concentracion de microorganismos en
comparacion con el suelo que no esta directamente influenciado por las raices (suelo

no rizosférico).

Para llevar a cabo la coleccion de microorganismos se realiza un muestro de
suelo se constituye mediante la combinacion,de diversas sub-muestras recolectadas
en distintos puntos del terreno, con el propésito de obtener una representacion
integral de sus caracteristicas. Este procedimiento garantiza que la informacién
obtenida sea mas precisa, siempre que se cubra de manera uniforme toda el area
evaluada (Instituto, 1992). De manera completaria Gelvez Pardo et al., (2020) nos

dice que la obtencion de muestras de suelo es un paso determinante en estudios



microbioldgicos, ya que permite acceder a informacién clave sobre la biodiversidad
edafica a diferencia del muestreo tradicional, centrado en aspectos fisico-quimicos y
en una visibn homogénea del terreno, el analisis de microorganismos requiere
técnicas que consideren la variabilidad espacial y temporal del suelo, esta precision
metodolégica es indispensable para evaluar su calidad y orientar decisiones

agronomicas eficaces.

En situaciones donde no se dispone de muestras frescas, el almacenamiento
adecuado se vuelve determinante para preservar las caracteristicas biolégicas del
suelo. La alteraciéon de variables como la humedad, la temperatura y la composicion
organica puede generar un microambiente distinto al original, lo que repercute en la
actividad microbiana. Por ello, los laboratorios suelen recurrir a métodos como el

secado al aire, la conservacion en frio o la congelacion (Daglio et al. 2005).

Para garantizar condiciones adecuadas de andlisis, las muestras de suelo
deben ser previamente tamizadas con un filtro de 2 mm, lo que permite remover
materiales gruesos y mejorar la oxigenacion interna. Se recomienda conservarlas a
4°C en bolsas plasticas que permitan el flujo de aire, limitando el tiempo de

almacenamiento a un maximo de tres meses (Vargas Gutiérrez, 2010).

Con el fin de preservar la integridad microbiol6gica de las muestras, se
requiere una estricta esterilizacion de los materiales empleados en el aislamiento. La
eliminaciéon total de microorganismos se logra principalmente mediante
procedimientos fisicos, siendo menos frecuente el uso de agentes quimicos. Entre los
métodos fisicos mas utilizados destacan el calor —ya sea humedo o seco—, la
filtracion y la exposicion a radiaciones. No obstante, ciertos compuestos quimicos
también pueden emplearse para alcanzar la esterilidad en condiciones especificas
(Pérez et al., 2010).

Posterior a la esterilizacion del material, se emplean medios de cultivo que
permiten la proliferacion y estudio de los microorganismos bajo condiciones
controladas, se denomina medio de cultivo al preparado nutritivo que facilita la
proliferacion, aislamiento y andlisis de microorganismos, incluyendo la evaluacion de
su susceptibilidad a agentes antimicrobianos. Por lo general, se comercializa como
un polvo seco de textura fina o granulada (NOM-065-SSA1,1999).



A partir de esta definicion, es importante considerar que el rendimiento de un
medio de cultivo depende directamente de los factores que influyen en el crecimiento
bacteriano al contener nutrientes esenciales como carbono, nitrégeno, fésforo y
minerales. Su eficacia depende de factores como la disponibilidad de nutrientes,
oxigeno, humedad, pH adecuado, temperatura de incubacion especifica y
condiciones de esterilidad que eviten contaminaciones, considerando estos factores
qgue influyen en su eficiencia, los medios de cultivo pueden clasificarse segun su
composicién, estado fisico y aplicacién (Garcia Marto et al., 1994):

e Por su composicion, los medios de cultivo se clasifican en definidos, con
ingredientes precisos, e indefinidos, con componentes complejos como
peptonas o extractos.

e Estado fisico, pueden ser liquidos, que favorecen el crecimiento bacteriano;
sélidos, utiles para observar caracteristicas como la hemdlisis; y semisolidos,
empleados en pruebas bioquimicas.

e Aplicacion, se dividen en generales, enriquecidos, especiales y selectivos,

segun el tipo de microorganismo que se desea cultivar o inhibir

Para aislar un microorganismo de una comunidad mixta y obtener un cultivo
puro, se puede emplear la técnica de diluciones seriadas. Esta metodologia implica
preparar una suspension de la muestra original y realizar diluciones sucesivas, que
luego se siembran en placas Petri con medio sélido. El objetivo es obtener colonias
bien separadas, cada una derivada de una sola célula. Una vez logrado el cultivo
puro, su preservacion puede efectuarse mediante resiembras periédicas o mediante
almacenamiento en refrigeracion, utilizando agentes conservantes apropiados.
Mientras que Moreno & Albarracin (2012). Describen el procedimiento necesario para
obtener cultivos puros, Olivas (2004) profundiza en las practicas esenciales para su
conservacion, destacando la utilizacion de medios de mantenimiento adecuados
permite mantener cepas bacterianas en estado puro dentro del laboratorio, mediante

la practica sistematica de resiembras periddicas.

Complementariamente, la técnica de siembra en estria permite aislar
microorganismos especificos de una muestra compleja mediante la distribucién

secuencial del inéculo en una placa de cultivo. Usando un asa esterilizada, se realiza



un trazado en el medio que reduce progresivamente la densidad celular. Esto facilita
la aparicion de colonias unicas tras el proceso de incubacion, esenciales para
estudios microbiolégicos (Contreras Garrido 2013). Este proceso también es
respaldado por Brito-Vega et al. (2012). Quien describe la siembra por estria en placa
permite distribuir una muestra bacteriana sobre un medio solido mediante
movimientos en zigzag con un asa esterilizada. Este procedimiento disminuye la
densidad microbiana en cada seccion del trazado, lo que facilita la obtencion de
colonias aisladas. Para continuar la siembra, se flamea el asa, se toma material de la

tltima zona sembrada y se extiende hacia &reas no inoculadas del medio.

Una vez obtenidas las colonias aisladas mediante la siembra en estrias, se
procede a su analisis microscopico, el cual requiere la preparacion adecuada de la
muestra mediante los procesos de extension, fijacion y tincion. Para preparar una
muestra microbiologica, se deposita asépticamente una o dos gotas de la suspension
gue contiene los microorganismos en el centro de un portaobjetos. Con ayuda de un
asa de siembra esterilizada, se extiende la gota hasta cubrir uniformemente la
superficie. Posteriormente, se realiza la fijacion, proceso que permite inmovilizar los
microorganismos sobre el portaobjetos para facilitar su tincién, se emplea la fijacion
térmica, método fisico que utiliza calor para las bacterias y adherirlas al vidrio.

Alternativamente, pueden utilizarse agentes quimicos (Luna Fontalvo, 2012).

Tras la fijacion, se procede a la tincion, etapa clave en la observacion
microscopica, en este contexto, resulta relevante mencionar la contribucion Hans
Christian Gram quien, en 1884, mientras ejercia en un hospital de Berlin, introdujo
una técnica de tincién que se convertiria en un pilar fundamental de la bacteriologia
moderna. La forma en que las bacterias reaccionan a la tincion Gram depende de
cémo estan construidas sus paredes celulares. Las Gram positivas tienen una pared
gruesa que retiene el colorante, mientras que las Gram negativas, con una pared mas

fina y una capa externa lipidica (Rodriguez & Arenas, 2018).

Partiendo de esta base la tincidn de Gram permite distinguir entre bacterias
segun la estructura de su pared celular. Las Gram positivas retienen el colorante
cristal violeta debido a su gruesa capa de peptidoglicano y la presencia de acidos

teicoicos. En cambio, las Gram negativas, con una pared celular mas delgada y una



membrana externa lipidica, no retienen el colorante, lo que impide que adquieran la

coloracién azul violacea caracteristica (Mollinedo Patzi & Gonzales Villalobos, 2014).

Complementando esta diferenciacion estructural las observaciones
macroscopicas de las colonias bacterianas incluyé el andlisis de nueve caracteristicas
morfologicas: configuracién, margen, relieve, superficie, consistencia, respuesta

Optica, escala dimensional, estructura y coloracién (Villota-Calvachi et al., 2022).

Ademas de esta diferencia estructural, la observacidbn microscopica de
bacterias requiere el uso de tinciones especificas que, al ser aplicadas y analizadas
mediante microscopia de luz, permiten obtener datos relevantes para su clasificacion.
La morfologia bacteriana es una herramienta clave en el proceso de identificacion, ya
gue proporciona informacion sobre la forma, el tamafio y el tipo de agrupacion celular.
Las bacterias se presentan comunmente en tres formas basicas: esféricas (cocos),
alargadas o cilindricas (bacilos), y en espiral (espirilos) (Franco Ayala & Sarmiento
Rodriguez, 2023).

2.2. Microrganismos del suelo no rizosféricos en ambientes aridos

Los suelos de zonas aridas y semiaridas suelen presentar bajos niveles de
materia organica, consecuencia directa de la limitada vegetacion y productividad. En
estos ambientes, la temperatura y la humedad necesarias para el crecimiento
bacteriano no siempre coinciden, lo que provoca que los procesos de descomposicion
y mineralizacion se desarrollen en momentos especificos del afio, principalmente
durante breves pulsos de humedad. Los microorganismos del suelo reaccionan
rapidamente a estos cambios, incluso cuando la humedad solo afecta la superficie.
En épocas de sequia, muchos ajustan su metabolismo acumulando solutos para
enfrentar la escasez de agua, lo que puede llevar a la retencion de nutrientes. Esta
respuesta varia entre especies, destacando las bacterias Gram positivas por su mayor

capacidad de adaptacion (Celaya-Michel & Castellanos-Villegas, 2011).

2.3. Biocontrol microbiano: mecanismos y aplicaciones

El modelo de agricultura sostenible ha emergido como una alternativa frente

al impacto ecolégico de la agricultura tradicional. El empleo de nutrientes organicos,



como el lixiviado de vermicomposta, y de microorganismos del suelo con funciones
benéficas, permite reducir el uso de agroquimicos y promueve la restauracion de los

sistemas edaficos y ecologicos (Marquez Guardiola et al., 2019).

En este marco, Trichoderma que es un género fangico reconocido por su
eficacia en el control de hongos patégenos en cultivos, mediante mecanismos como
la produccion de compuestos antimicrobianos, el parasitismo sobre otros hongos, y la

competencia por recursos (Hernandez-Melchor, Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2019).

Asimismo, las rizobacterias benefician a los cultivos mediante la mejora de la
adquisicién de nutrientes, el biocontrol de patégenos, la sintesis de hormonas
vegetales y la induccion de resistencia sistémica. El género Bacillus es un claro
ejemplo de este efecto, ya que domina el ecosistema del suelo (92% de la microbiota)
y se utiliza como agente de control biolégico contra patégenos de plantas como
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani y Fusarium udum (Vardhan, Yadav,
Pandey et al., 2013).

En continuidad, la funcion de las bacterias beneficiosas en el biocontrol de
enfermedades causadas por el hongo necrotrofico Botrytis cinerea ha sido objeto de
multiples investigaciones en condiciones controladas y naturales. Los resultados
indican que estas bacterias protegen a las plantas a través de interacciones
antagonicas directas con el patdgeno y, de forma indirecta, a través de la activacion

de la resistencia sistémica en el hospedero (Haidar et al., 2016).

2.4. Botrytis cinerea en la agricultura: impacto y manejo

La persistencia de Botrytis cinerea en diversos sistemas agricolas continta
generando preocupacion, especialmente por su capacidad de desarrollar resistencia
frente a fungicidas de uso comun. Diversos estudios recientes han documentado la
pérdida de eficacia de fungicidas de sitio especifico, como los del grupo FRAC 11,
debido a la aparicibn de cepas completamente resistentes, lo que obliga a
implementar estrategias de rotacién y combinacion de productos (Mufioz, Faust &
Schnabel, 2021). Ademas, se ha sefialado que el control quimico del moho gris ha

disminuido significativamente por la resistencia genética del patdégeno, lo que ha
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impulsado la busqueda de alternativas sostenibles y enfoques integrados de manejo
(Garfinkel, 2025).

En este contexto, Botrytis cinerea representa una amenaza significativa para
la produccion agricola mundial, al provocar enfermedades en méas de 500 especies
de plantas. Su accién patdgena se extiende a multiples érganos vegetales antes y
después de la cosecha, especialmente en cultivos de frutas y verduras, generando
pérdidas econdmicas que pueden superar los 100 mil millones de délares anuales (Li
et al., 2018).

2.5. Técnicas para disminuir su impacto cultural, quimico y biolégico

Diversas estrategias culturales, como la eliminacion de residuos vegetales
infectados, el control de la humedad ambiental y la mejora en la ventilacién de los
cultivos, han demostrado ser eficaces para limitar el desarrollo de Botrytis cinérea,
Estas préacticas contribuyen a reducir la incidencia del patégeno sin recurrir
exclusivamente a métodos quimicos, lo que las convierte en herramientas clave
dentro de un enfoque agroecoldgico y sostenible (Martinez-Gonzalez & Hernandez-
Lopez, 2020).

Ante esta problemética, una de las técnicas empleadas para disminuir su
impacto en el area de control de Botrytis cinérea en cultivos como la fresa ha
involucrado el uso de fungicidas sintéticos pertenecientes a grupos como los
bencimidazoles, dicarboximidas, anilinopirimidinas y carboxamidas. Sin embargo, su
aplicacién presenta restricciones debido al tiempo de espera antes de la cosechay a
la residualidad de los compuestos. En respuesta a estas limitaciones, se han
desarrollado alternativas biolégicas, entre las cuales destaca el uso comercial de
Trichoderma harzianum como agente antagonista, también se han explorado otros
organismos con propiedades similares, como Gliocladium spp y Bacillus subtilis, que
muestran potencial para el manejo de esta enfermedad. En particular, las especies
del género Trichoderma han demostrado eficacia como biocontroladores de
patogenos del suelo y bacterias, ademas de formar parte de la microbiota natural del

suelo (Merchan-Gaitan, Ferrucho & Alvarez-Herrera, 2014).
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Ante la creciente demanda de alternativas ecologicas para el manejo de
patdgenos en cultivos, el control biolégico mediante microorganismos antagonistas
ha cobrado especial interés. Los microorganismos del suelo, por su asociacién natural
con las plantas, ofrecen ventajas significativas al seleccionar cepas capaces de limitar
el desarrollo de agentes patdégenos (Ezziyyani et al., 2006)

2.6. Morfologia y taxonomia de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea, también conocido como moho gris, presenta una fase sexual
denominada Botryotinia fuckeliana, perteneciente al filo (Ascomycota Beever &
Weeds, 2007). Su estrategia patdbgena se basa en provocar la muerte de células
vegetales para facilitar la absorcién de nutrientes. El ciclo de infeccién inicia con la
formacion de conidios durante el invierno, los cuales se dispersan en primavera y se
adhieren a los tejidos del hospedero mediante mecanismos fisicos de interaccion

superficial (Roca-Couso, Flores-Félix & Rivas, 2021).
De acuerdo con Garcia (2013) la morfologia del hongo costa de:

e Micelio, que esta formado por hifas cilindricas con tabiques, que se reproducen
de manera vegetativa a través de divisiones en el citoplasma.

e Conidioforos o Macroconidiéforos: forma conidioforos desde el micelio o
esclerocios, y bajo luz y humedad adecuadas produce conidios que generan la
coloracién gris de la “Podredumbre Gris”.

e Conidios o macroconidios: Son estructuras esporales de forma ovalada que se
liberan del conidioforo y permanecen activas sobre el tejido vegetal durante el
crecimiento del cultivo.

e Microconidi6éforos y microconidios: contienen vesiculas con fialides que
generan microconidios, y pueden desarrollarse externamente a partir de hifas,
esclerocios o conidios en germinacion.

e Clamidosporas: son células hialinas de forma variable que se originan del
micelio envejecido y se liberan al fragmentarse las hifas, cominmente en
cultivos contaminados o asociados a esclerocio.

e Esclerocios: Son érganos resistentes de forma irregular o aplanada, formados
por hifas entrelazadas que generan un tejido denso y oscuro, rico en
carbohidratos.
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Il MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevdo a cabo en el laboratorio de Fitomejoramiento de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna (UAAAN UL), bajo
condiciones controladas que permitieron aplicaciones técnicas precisas de muestreo,

andlisis y evaluacion de los parametros establecidos.

3.1. Localizacién y muestreo del suelo

La seleccién del Desierto de Mayran como sitio de muestreo responde a su
condicién de ecosistema extremo, caracterizado por suelos con baja humedad, alta
radiacion solar y limitada actividad antropogénica, lo cual favorece la presencia de

microorganismos adaptados a condiciones de estrés abiotico.

El muestreo de suelo se realiz6 en distintos puntos del Desierto de Mayran,
ubicado aproximadamente a 70 kilometros al noreste de Torreon, Coahuila de
Zaragoza. Esta zona corresponde a la antigua laguna de Mayran, un sistema
endorreico - es decir, sin salida al mar- que actualmente se encuentra seco. En el
pasado, funcionaba como la desembocadura del rio Nazas, antes de la construccion
de las presas Lazaro Cardenas y Francisco Zarco. El rio Nazas, originado en la Sierra
Madre Occidental en el estado de Durango, desembocaba en esta laguna. Las
coordenadas satelitales del sitio de muestreo son 25°50'40.7"N 102°44'43.6"W

Para la obtencion de muestras, se retird la capa superficial del suelo hasta
una profundidad de 30 cm. A partir de ese punto, se recolectaron tres muestras de
aproximadamente 100 gramos cada una, provenientes de suelo no rizosférico, es
decir, suelo que no se encontraba en contacto directo con las raices de las plantas.
Las muestras fueron tomadas en las inmediaciones de especies vegetales
representativas de la zona, pero cuidando que el area de extraccion estuviera fuera
del alcance de la rizésfera visible, con el fin de obtener una representacion mas

precisa del entorno edéfico no influenciado por la actividad radicular.

Cabe sefialar que también se realizaron muestreos de suelo rizosférico como
parte de un estudio complementario ain no publicado, cuyo analisis se desarrollara

en una etapa posterior.
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Posteriormente, las muestras de suelo fueron transferidas a bolsas de
plastico estériles y almacenadas a una temperatura de 4 °C hasta su procesamiento
en el laboratorio. Esta estrategia de conservacion tuvo como objetivo preservar la

viabilidad microbiana, evitando alteraciones en la comunidad edéafica original.

3.2. Aislamiento y purificacion de la muestra de microorganismos cultivables

Las muestras de suelo no rizosférico fueron procesadas en el Laboratorio de
Fitomejoramiento de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna
(UAAAN UL). El procedimiento inicié con la homogeneizacion y cribado mediante
tamizado de 2mm, con el fin de eliminar residuos gruesos y obtener una matriz
uniforme. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas desde 107! hasta 107°,
seleccionando las diluciones 1073 y 107® para su inoculacién en medio de cultivo

enriguecido.

En un estudio realizado en suelos salinizados de Sachica-Boyaca, se empled
agar nutritivo para el aislamiento de bacterias haléfilas, demostrando su utilidad en el
cultivo de microorganismos heterétrofos del suelo Rodriguez Aristizabal, Higuera
Mora & Sanjuanelo Corredor (2019). Con base en este antecedente, en el presente
trabajo se realizaron siembras por quintuplicado en placas Petri con agar nutritivo,
medio que favorece el crecimiento de bacterias heterétrofas, incubadas a 37 °C
durante 48 horas lo que permiti6, el desarrollo de colonias con morfologia

diferenciadas.

Una vez concluida el periodo de incubacion, se procedié a la purificacion de
las colonias seleccionadas, tomando en cuenta sus caracteristicas morfologicas. A
cada cepa se le asigno una clave alfanumérica unica, compuesta por las iniciales “AN”
(Antonio Narro), la letra “B” (bacteria), el tipo de suelo (“B” para bulk soil y “R” para

rizosférico), y un numero secuencial.

Posteriormente, se realizaron resiembras periodicas con el propoésito de
conservar las cepas para estudios futuros, asegurando su viabilidad y evitando la
pérdida de material biolégico. Estas actividades se llevaron a cabo dentro de una
campana de flujo laminar, que proporciona un ambiente estéril adecuado para el

manejo microbiolégico. Ademas, se utilizaron mecheros de alcohol etilico para
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reforzar la esterilidad del area de trabajo y para la esterilizacion del asa acodada,

instrumento empleado en el proceso de siembra.

La siembra se realiz6 por estria en cajas Petri que contenian medio de cultivo
adecuado, utilizando el asa acodada previamente esterilizada. Este procedimiento
permiti6 la obtencion de colonias puras, necesarias para la preservacion y

caracterizacion de las cepas bacterianas aisladas.

Las cepas aisladas a partir de las muestras de suelo no rizosférico fueron
incorporadas a la Coleccion de Organismos Rizosféricos y Edaficos de Noreste
(CORE Noreste), la cual funciona como una biblioteca viva. Esta coleccién representa
un acervo estratégico de microorganismos nativos, preservados bajo condiciones
controladas para su posterior caracterizacion, evaluacion funcional y posible
aplicaciéon en biotecnologia agricola. Cada cepa fue registrada con metadatos
asociados al sitio de muestreo, condiciones de aislamiento y caracteristicas
preliminares, lo que permite una trazabilidad cientifica y facilita su integracién en

estudios de consorcios, biofertilizacidon o restauracion de suelos.

3.3. Caracterizacion macroscopicay microscoépica

Una vez obtenidos los aislamientos microbianos, se procedi6 a su
caracterizacion macroscépicamente mediante la observacion directa de las colonias
desarrolladas en medio de cultivo sdélido para ellos se registraron diversas
caracteristicas morfolégicas entre ellos: la forma (circular, irregular, filamentosa), el
margen (entero, lobulado, ondulado), la elevacién (plana, convexa, umbonada), la
superficie (lisa, rugosa, seca, humeda), el color (pigmentaciones) y el tamafio
(diametro promedio medido en milimetros) (Figura 1). Estas caracteristicas fueron
documentadas fotograficamente y complementadas con comentarios sobre aspectos
distintivos como olor, velocidad de crecimiento y posibles interacciones con otras

colonias, esta caracterizacion preliminar permitié establecer perfiles morfologicos.
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Figura 1: Morfologia colonial utilizada como referencia para la caracterizacion macroscépica de cepas

aisladas en este estudio. Tomado de Martinez-Prado et al. (2011).

Para llevar a cabo la caracterizacion microscopica de los microorganismos
aislados, se realiz6 en primer lugar la fijacion de la muestra sobre portaobjetos. Las
cajas Petri previamente almacenadas fueron extraidas de la coleccién y trasladadas
a la campana de flujo laminar, donde se trabajé bajo condiciones estériles,

apoyandose en el uso de mecheros para mantener la asepsia del area de trabajo.

Con precaucion, se procedio a abrir las cajas Petri y, utilizando un asa de
siembra estéril, se depositd una o dos gotas de la muestra sobre el centro del
portaobjetos, esparciéndose cuidadosamente. Para acelerar el proceso de secado y
lograr la fijacion térmica, el portaobjetos se pas6 brevemente por encima de la llama

del mechero hasta que la muestra qued6 completamente adherida.

Una vez fijada la muestra, se aplicd la tincibn de Gram, siguiendo una

secuencia de pasos estandarizados:

1. Se afadio cristal violeta sobre la muestra y se dejo actuar durante un minuto.
Se enjuaga con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

3. Se aplico lugol (solucién de yodo) como mordiente, también durante un
minuto, seguido de un nuevo enjuague con agua destilada.

4. Se procedi6 a la decoloracion mediante una mezcla de alcohol y acetona,
aplicada brevemente.

5. Finalmente, se afiadié safranina como contratinte, se dej6 actuar por un

minuto y se realiz6 un Ultimo enjuague con agua destilada.
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Este procedimiento permitié diferenciar las bacterias segun la composicion de
su pared celular, observandose posteriormente bajo el microscopio Optico para su

andlisis morfoldgico.

3.4. Pruebas de antagonismo bacteria -hongo

Para determinar la capacidad antagonista de las bacterias nativas frente a
hongos fitopatégenos, se implementaron ensayos de confrontacion directa en medio
de cultivo solido. EI hongo modelo seleccionado fue Botrytis spp., por su relevancia

en patologias agricolas.

Las pruebas consistieron en comparar el crecimiento radial del hongo en
presencia de bacterias con respecto a placas de control sin intervencion bacteriana
(Figura 2). Esta comparacion permitié estimar el grado de inhibicion mediante el
porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR), una herramienta cuantitativa
ampliamente utilizada en estudios de biocontrol (Romero-Bastidas et al., 2025).

Prueba de antagonismo Hongo-Bacteria

Cultivo dual
Control Hongo-Bacteria

Cultivar un hongo Transferir los discos Comparando el crecimiento del hongo
fitopatégeno y extraer de micelio en una (control) y el cultivo dual hongo-bacteria
discos de micelio con placa con el cultivo se calcula el Porcentaje de Inhibicién del

sacabocado bacteriano con Crecimiento Radial (PICR) para determinar
potencial biocontrol su potencial como biocontrolador.

Created in BioRender.com bio

Figura 2: Prueba de antagonismo Hongo-Bacteria. Fuente: Elaboracion propia.
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En primer lugar, se realizé la siembra del hongo Botrytis spp. En cajas Petri
(Figura 3) que contenian el medio de cultivo adecuado. Las cajas fueron colocadas
en una incubadora y se mantuvieron bajo condiciones controladas hasta que el hongo

colonizé completamente la superficie del medio.

Figura 3:Caja de Petri caolinizada por el hongo Botrytis spp.

Una vez alcanzado este crecimiento, se procedié a la siguiente etapa en la
campana de flujo laminar, garantizando condiciones estériles. Con ayuda de un
sacabocados estéril, se extrajo un disco de micelio del hongo previamente cultivado
y se coloco en el centro de una nueva caja Petri con medio de cultivo fresco. A ambos
lados del disco de hongo se sembraron las cepas bacterianas seleccionadas,

manteniendo una distancia equidistante para permitir la confrontacion directa.

Las cajas fueron incubadas nuevamente, y tras 24 horas se procedido a
evaluar los resultados. (Figura 4) Se realizaron mediciones del crecimiento radial del
hongo, se documentaron las zonas de inhibicidon y se tomaron evidencias fotograficas

para respaldar los datos obtenidos.
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Figura 4:Confrontacion directa entre micelio flingico y cepas bacterianas en caja Petri tras 24 horas.

El célculo del PICR se realiz6 aplicando la siguiente férmula:
PICR (%) = ((R1-R2) / R1) x100
Donde:

R1: representa el radio de crecimiento del hongo en la placa de control (sin bacterias)

R2: Corresponde al radio de crecimiento del hongo en la placa con presencia de

bacterias
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Durante el proceso de aislamiento de microorganismos presentes en el suelo

nativo no rizosférico del Desierto de Mayran, se identificaron y caracterizaron un total

de 13 cepas bacterianas como se muestra en el Cuadro 1. Estas cepas fueron

obtenidas mediante muestreo directo del suelo circundante a plantas nativas del area,

retirando Unicamente la capa superficial de materia organica sin intervenir el sistema

radicular. Este enfoque permiti6 recuperar bacterias adaptadas a condiciones

edéficas extremas, ajenas a la influencia directa de las raices.

Cuadro 1:Caracteristicas visuales y estructurales de las cepas aisladas.

AISLAMIENT TINCION GRAM Y FORMA DE MARGEN COLOR CONSISTENCI  ELEVACIO  SUPERFICI
o CARACTERIZACIO LA A N E
N CELULAR COLONIA
Negativa Filamentos  Filamentos Opaca Firme Plana Opaca
ANBB1 Cocco Bacilo a o]
Positiva Puntiforme Entero Opaca Blanda Plana Opaca
ANBB2 Cocco Bacilo
ANBB3 Negativa Circular Entero Trasparent Mucoide Plana Trasparent
Cocco Bacilo e e
ANBB4 Positiva Irregular Ondulado Traslucido Mucoide Plana Traslucido
Cocco Bacilo espeso
ANBB5 (A) Positiva Puntiforme Entero Rosa Liquido Elevada Lisa
Cocco Bacilo mucoide brillante
ANBB5 (B) Negativa Circular Entero Rosadito Gelatinosa Plana Lisa
Cocco Bacilo brillante
ANBB6 Negativa Fusiforme Ondulado Blanquecin Medio seca Plana Lisa
Cocco Bacilo o] brillante
ANBB7 Positiva Puntiforme Entero Blanquecin Firme Plana Opaca
Coco o
ANBB8 Negativa Puntiforme Ondulado Blanco Mucoide Elevada Trasparent
Bacilo trasparente e
ANBB9 Negativa Puntiforme Entero Trasparent Mucoide Elevada Trasparent
Bacilo e e
ANBB 36 Negativo Fusiforme Ondulado Blanquecin Cremosa Elevada Lisa
Cocco Bacilo o] brillante
ABB38 Positivo fusiforme Entero Blanquecin Cremosa Convexa Lisa
Estreptococco o] liquida brillante
ANBB39 Positivo Fusiforme Ondulado Blanquecin semisélido Plana Lisa
cocco Bacilo o] brillante
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Del total de 13 cepas bacterianas aisladas (Anexo1l). Se identificaron 7 como
Gram negativas y 6 como Gram positivas. Esta diferenciacion se logré mediante la
aplicacién de la tincion de Gram, técnica que permitié caracterizar tanto la pared
celular como la morfologia de cada cepa. Los resultados evidencian una ligera
predominancia de bacterias Gram negativas. En cuanto a la forma celular, se
observaron diversas estructuras, tales como bacilos, cocos, coco bacilos y

estreptococcos, lo que refleja la diversidad morfolégica presente en las muestras

analizadas (Figura 5).

Figura 5:Tincion Gram. A) Aislamiento ANBB3 Gram (-) Coco Bacilo. B) ABBB7 Gram (+), coco. C) ANBB9
Negativa, Bacilo. D) ANBB2 positivo, cocco bacilo. E) ANBB38 positivo, Estreptococco.

Los resultados obtenidos en este estudio responden directamente a los
objetivos planteados, al permitir el aislamiento y purificacion de 13 cepas bacterianas
cultivables a partir de suelo nativo no rizoférico del Desierto de Mayran. Este tipo de
suelo, definido por Guastavino et al. (2023) como superficies desnudas y sin cobertura
vegetal, cercanas a parcelas agricolas, pero no influenciadas por la actividad
radicular, representa un entorno edéfico extremo, donde predominan factores
abidticos como la salinidad, la temperatura y la baja disponibilidad de nutrientes. El
muestreo superficial aplicado permitié acceder a microorganismos adaptados a estas

condiciones, cumpliendo con el primer objetivo especifico.
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Posteriormente, se realiz0 la caracterizacion macroscopica y microscopica de
las cepas, en cumplimiento del segundo objetivo. La tincion de Gram —técnica
introducida por Hans Christian Gram en 1884— permiti6 diferenciar estructuralmente
las bacterias, identificando una ligera predominancia de cepas Gram negativas.
Segun Mollinedo Patzi y Gonzales Villalobos (2014), estas bacterias poseen una
pared celular mas delgada y una membrana externa lipidica que impide la retencion
del colorante, lo que evita que adquieran la coloracion azul violacea caracteristica. En
contraste, Rodriguez y Arenas (2018) explican que las bacterias Gram positivas
presentan una pared gruesa que si retiene el colorante, lo cual se confirmé durante

las tinciones realizadas en este estudio.

Complementando esta caracterizacion, se analizaron las caracteristicas
macroscopicas de las colonias bacterianas, considerando nueve criterios
morfolégicos: configuracion, margen, relieve, superficie, consistencia, respuesta
Optica, escala dimensional, estructura y coloracion (Villota-Calvachi et al., 2022).
Asimismo, se observo una diversidad morfolégica microscoépica que incluyo bacilos,
cocos, cocobacilos y estreptococos, lo que evidencia la heterogeneidad microbiana

del suelo analizado y su posible funcionalidad en ambientes edaficos extremos.
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4.2. Pruebas de biocontrol de Botrytis con cepas bacterianas aisladas

La interaccion entre las cepas bacterianas y el hongo fitopatdgeno se
cuantific6 mediante el método de porcentaje de Inhibiciébn del Crecimiento Radial
(PICR). utilizado comunmente para evaluar la actividad antagonista en ensayos in
vitro (Llicahua Cusi, 2018).

Los resultados obtenidos mostraron que ambas cepas evaluadas presentaron
una eficacia inhibitoria superior al umbral del 60%, considerado como indicador de
buena actividad antagonista. En particular:

e Lacepa ANBBL1 alcanzé un PICR de 65.2%, evidenciando una alta capacidad
de inhibicién del crecimiento fungico.
e La cepa ANBBG6 obtuvo un PICR de 63.3%, también dentro del rango

considerado como eficaz.

Ambas cepas se clasifican como prometedoras para el control biolégico de
Botrytis cinerea, siendo ANBB1 la que presentd una ligera ventaja en términos de
inhibicion. Estos hallazgos respaldan su potencial como agentes microbianos en

estrategias de manejo sostenible de enfermedades fungicas. (Figura 6)

Figura 6: A: ANBB1 (PICR 65.2%), Cocco Bacilo Gram (-). B: ANBB6 (PICR 63.3%) Cocco Bacilo Gram (-).

Desde una perspectiva taxonémica y ecoldgica, Grijalba et al. (2018) sefialan
que las bacterias Gram (-) se caracterizan por la ausencia de estructuras de
esporulacién, asi como por presentar morfologias bacilares o cocaceas, y una amplia
distribucion en diversos ambientes debido a su abundancia. Estos rasgos coinciden
con los hallazgos de esta investigacion, donde las cepas ANBB1 y ANBBS,

identificadas como Gram (-), mostraron una morfologia cocobacilar y una alta
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frecuencia de aparicién en las muestras de suelo no rizosférico, lo que refuerza su

predominancia natural en este tipo de ecosistemas.

En este contexto, Walsh, Morrissey y O'Gara (2001) destacan que las
especies del género Pseudomonas, también Gram (-), poseen la capacidad de
colonizar el sistema radicular de plantas cultivadas y producir metabolitos con
actividad antifungica, lo que las convierte en una alternativa viable frente al uso de
fungicidas quimicos. Los mecanismos moleculares que permiten a estas cepas actuar
como agentes eficaces de control biolégico han sido ampliamente estudiados. En
concordancia con lo anterior, las cepas ANBB1 y ANBB6 presentan caracteristicas
compatibles con este tipo de actividad, lo que sugiere que podrian desempefiar un
papel funcional similar al de cepas de Pseudomonas en el biocontrol de Botrytis

cinerea.
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V CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman la hipotesis
planteada: los microorganismos nativos del suelo no rizosférico del Desierto de
Mayran son susceptibles de ser aislados mediante técnicas microbiologicas y
presentan caracteristicas de interés agrobiotecnolégico. El aislamiento exitoso de 13
cepas bacterianas cultivables, mediante un muestreo superficial que evito la influencia
radicular, permiti6 acceder a comunidades microbianas adaptadas a condiciones
edéficas extremas, como alta salinidad, temperaturas elevadas y baja disponibilidad

de nutrientes.

La caracterizacibn morfologica y estructural de las cepas revel6 una
diversidad significativa, con predominancia de bacterias Gram (-) y morfologias
cocobacilares, lo que coincide con estudios previos sobre su distribucion ecoldgica.
En particular, las cepas ANBB1 y ANBB6 demostraron una notable capacidad
antagonista frente al hongo fitopatégeno Botrytis cinerea, alcanzando porcentajes de
inhibicion superiores al 60%, lo que las posiciona como candidatas prometedoras para

el desarrollo de estrategias de biocontrol en sistemas agricolas sostenibles.

Estos hallazgos no solo validan el enfoque metodolégico aplicado, sino que
también abren nuevas posibilidades para el aprovechamiento de microorganismos
nativos en el manejo ecoldgico de enfermedades fungicas, contribuyendo al
conocimiento sobre la biodiversidad microbiana en ambientes aridos y su potencial

aplicacién en la agrobiotecnologia.
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