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RESUMEN
El presente estudio se enfoc6 en el aislamiento y caracterizacion de bacterias

rizosféricas provenientes del desierto de Mayran y San Pedro, Coahuila, con el
fin de evaluar su potencial como agentes biocontroladores contra el hongo
fitopatdgeno Botrytis cinerea. Se aislaron 31 cepas bacterianas mediante
técnicas microbiol6gicas estandar, seguidas de una caracterizacion
macroscopica como (forma, color, textura, margen y elevacién), y microscopica,
incluida la tincion de Gram y morfologia celular. Los ensayos de confrontacion
permitieron evaluar la capacidad antagonista de las cepas frente al patdégeno. Los
resultados evidenciaron una diversidad morfoldgica y estructural amplia, con
predominancia de bacterias Gram negativas de morfologia coco-bacilar.
Destacaron las cepas ANBR5 y ANBR8 por inhibir el crecimiento radial de Botrytis
cinerea en mas de 80%, lo que indica un alto potencial biocontrolador. Este
estudio aporta al conocimiento de la microbiota nativa adaptada a condiciones
aridas y semiaridas, proponiendo el uso de bioinoculantes como alternativa
sostenible para la agricultura regional. La sistematizacion de los datos permitio la
conformacion de un catalogo preliminar de cepas con caracteristicas agro
biotecnoldgicamente relevantes, que sienta bases para futuros desarrollos en
biofertilizantes y bioproteccion. Estos hallazgos contribuyen a fortalecer la
sostenibilidad agroecolégica en zonas con limitaciones climaticas y edéficas,
promoviendo précticas agricolas més resilientes y amigables con el medio
ambiente.

Palabras clave: Bacterias rizosféricas, Botrytis cinerea, Biocontrol,
Bioinoculantes, Agricultura sostenible, Microbiota nativa

vi



INTRODUCCION
El desierto de Mayran, en el sur de Coahuila, junto con el municipio de San Pedro,

conforman una region marcada por un clima semiarido que impone condiciones
ambientales extremas para la agricultura. Las temperaturas pueden superar los
40 °C y la precipitacion anual apenas alcanza los 400 mm (Garcia-Fraire et al.,
2012; Montafo et al., 2016). En estos ambientes aridos, donde los recursos
naturales son limitados y los sistemas agricolas vulnerables, las practicas
intensivas basadas en fertilizantes y pesticidas quimicos han acelerado la

degradacion ambiental y comprometido la productividad a largo plazo.

La intensificacion agricola basada en insumos quimicos ha generado impactos
negativos que trascienden el ambito productivo, afectando la estabilidad
socioecondmica y ambiental de comunidades rurales en zonas semiaridas como
el desierto de Mayran y el municipio de San Pedro, Coahuila. En el plano social,
la degradacion del suelo y la disminucion de la productividad agricola han
provocado la pérdida de empleos y medios de vida, incrementando la
vulnerabilidad de pequefios productores y fomentando procesos migratorios
hacia areas urbanas, lo que afecta la cohesion social y el desarrollo local
(Bhattacharyya & Jha, 2012; Choudhary et al., 2019). En el plano econdmico, la
dependencia de fertilizantes y pesticidas quimicos representa un gasto
significativo para los agricultores, cuyos margenes de ganancia se reducen por
la disminucion progresiva de la fertilidad del suelo y la aparicidén de resistencia en
plagas y enfermedades. Esta situacion limita la capacidad de inversion y
sostenibilidad de las explotaciones agricolas, afectando la seguridad alimentaria
regional y nacional (Bashan et al., 2014; Pérez-Montafio et al., 2014). Desde la
perspectiva ambiental, la contaminacion por agroquimicos ha alterado la
biodiversidad microbiana y la estructura del suelo, afectando procesos ecoldgicos
esenciales como el ciclo de nutrientes y la retencion hidrica. La pérdida de estos
servicios ecosistémicos compromete la resiliencia del agroecosistema frente a
estreses climaticos y antropogénicos, acelerando la degradacioén y desertificacion
(Montafio et al., 2016; Singh et al., 2018).



En este contexto, el desarrollo y aplicacion de bioinoculantes basados en
microorganismos nativos de la rizosfera representa una alternativa prometedora
y sostenible para mejorar la productividad agricola sin comprometer la integridad
del medio ambiente. Los microorganismos rizosféricos adaptados a condiciones
extremas poseen caracteristicas agrobiotecnoldgicas valiosas, tales como la
promocién del crecimiento vegetal, la fijacion biol6gica de nitr6geno, la
solubilizacion de fosfatos, la produccién de fitohormonas y el control biolégico de
patdgenos (Bashan y de-Bashan, 2010; Garcia-Fraire et al.,, 2012; Pérez-
Montafio et al., 2014). Estas capacidades no solo favorecen el desarrollo de las
plantas, sino que también contribuyen ala mejora de la fertilidad y salud del suelo,
aspectos criticos en ambientes con limitaciones hidricas y nutricionales (Crist-
Christoph et al., 2016; Martinez-Hidalgo y Hirsch, 2017).

El estudio y caracterizacion de la diversidad microbiana en la rizosfera de plantas
desérticas no solo tiene un valor aplicado, sino también ecoldgico, ya que
comprender la composicion y funcion de estas comunidades microbianas aporta
informacion fundamental sobre los procesos ecoldgicos y servicios ecosistémicos
gue sostienen la productividad y estabilidad de los ecosistemas aridos (Crist-
Christoph et al., 2016; Montafio et al., 2016). Sin embargo, en la regiéon del
desierto de Mayran y San Pedro aun existe un vacio de conocimiento respecto a
la caracterizacion de microorganismos nativos adaptados a estas condiciones

extremas, lo que limita el disefio de bioinoculantes especificos y efectivos.

La degradacion del suelo, la dependencia de insumos quimicos y la falta de
alternativas adaptadas a las condiciones locales comprometen la sostenibilidad
agricola de la regién. Se requiere aislar y caracterizar comunidades microbianas
nativas para aprovechar sus adaptaciones Unicas y disefiar bioinoculantes que
optimicen la fertilidad del suelo, reduzcan la dependencia de agroquimicos y

promuevan la sostenibilidad socioecondmica y ambiental.

Los suelos rizosféricos del desierto de Mayran y San Pedro, Coahuila, albergan
microorganismos nativos con adaptaciones UuUnicas que les confieren

caracteristicas agrobiotecnoldgicas utiles, cuya identificacion permitira reconocer



cepas con beneficios potenciales para la agricultura. El objetivo de esta
investigacion fue aislar y caracterizar, tanto a nivel macro como microscépico,
microorganismos nativos con potencial agrobiotecnolégico presentes en el suelo
rizosférico del desierto de Mayran y San Pedro, Coahuila. Asimismo, sistematizar
la informacién obtenida para elaborar un catalogo de dichos microorganismos,
destacando sus caracteristicas de interés y sus posibles beneficios para la

agricultura.

REVISION DE LITERATURA

2.1 Microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR) y su
importancia agrobiotecnoldégica.

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR) constituyen un
grupo diverso de bacterias y hongos que interactian con las plantas en la
rizosfera, favoreciendo su desarrollo y salud. Estos microorganismos han
cobrado gran relevancia en la agricultura sostenible, debido a su capacidad para
mejorar la productividad de los cultivos mediante mecanismos bioquimicos y
fisiologicos que optimizan la nutricion vegetal y la resistencia a estreses

ambientales (Vassey, 2003; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Ademas, sus mecanismos tradicionales como la fijacion bioldgica de nitrégeno,
solubilizacion de fosfatos y producciéon de fitohormonas, los PGPR también
modulan el microambiente rizosférico mediante la formacion de biofilms y la
secrecion de moléculas sefializadoras que favorecen la interaccion planta-
microbio y la colonizacion estable (Backer et al., 2018; Venturi & Keel, 2016). La
produccion de encimas como la ACC desaminasa contribuye a reducir los niveles
de etileno, lo que permite a las plantas soportar mejores condiciones de estrés
(Glick, 2014).

Los PGPR también actuan de forma indirecta, protegiendo a las plantas contra
fitopatdgenos mediante la competencia por nutrientes y nichos ecologicos, la

produccion de antibiéticos, sideréforos y la induccién de resistencia sistémica



(Compant et al., 2005; Van Loon et al., 1998). Esta multifuncionalidad contribuye
a la mejora de la salud vegetal y a la reduccion del uso de agroquimicos

contaminantes.

El avance reciente en biotecnologia ha permitido desarrollar inoculantes
multicepa que se adaptan a condiciones especificas y combinan diversas
funciones promotoras (Majeed et al., 2020). Asimismo, la edicion genética de
cepas PGPR ofrece la posibilidad de potenciar caracteristicas Unicas,
incrementando su eficacia en la fijacion de nitrdgeno y proteccion bioldgica
(Kumar et al., 2021).

En regiones aridas y semiaridas, donde las condiciones ambientales limitan la
productividad, los PGPR nativos adaptados a estas condiciones representan una
opcion estratégica para mejorar la fertilidad del suelo y la tolerancia de cultivos al
estrés (Montafio et al., 2016). Por tanto, la investigacion, conservacion y
aplicacion responsable de estos microorganismos son esenciales para asegurar

la productividad y sostenibilidad de los sistemas agricolas actuales y futuros.

2.1.1 Mecanismos directos de promocion de crecimiento

Los PGPR promueven el crecimiento vegetal a través de mecanismos directos
que incluyen la fijacion biolégica de nitrégeno, la solubilizacion y mineralizacion
de nutrientes esenciales como fosforo y potasio, y la produccion de fitohormonas
(auxinas, citoquininas, giberelinas) que regulan el desarrollo radicular y la
absorcion de nutrientes (Glick, 2012; Pérez -Montafio et al., 2014). La fijacion
bioldgica de nitrégeno, realizada por bacterias diazotréficas, es especialmente
valiosa en suelos pobres en nitrégeno, reduciendo la dependencia de fertilizantes
quimicos (Bhattacharyya & Jha, 2012). La solubilizacion de fosfatos insolubles
facilita la disponibilidad de este nutriente frecuentemente limitante en suelos

aridos y semiaridos (Khan et al., 2010).



2.1.2 Mecanismos indirectos de promocion del crecimiento

Ademas de los mecanismos directos, los PGPR ejercen efectos indirectos que
protegen a las plantas frente a patdgenos y condiciones adversas. Estos incluyen
la produccion de antibitticos, sider6foros que secuestran hierro limitando el
crecimiento de microorganismos patdgenos, la induccion de resistencia sistémica
en las plantas y la competencia por nichos ecoldgicos (Compant et al., 2005;
Glick, 2012). Estos mecanismos contribuyen a la reduccion del estrés biotico,

mejorando la salud y resistencia de las plantas.

2.1.3 Potencial para mitigar el estrés abiotico y biotico en el contexto del
cambio climético

El cambio climético ha intensificado la incidencia del estrés abidticos como
sequia, salinidad y temperaturas extremas, que afectan negativamente la
productividad agricola (Choudhary et al., 2019). Los PGPR adaptados a
condiciones adversas pueden mitigar estos efectos al mejorar la tolerancia de las
plantas mediante la modulacion de respuestas fisiologicas, produccién de
osmoprotectores y antioxidantes, y regulacion hormonal (Nadeem et al., 2014,
Vurukonda et al., 2016). Asimismo, su capacidad para controlar patégenos
contribuye a reducir perdidas por estrés biético, fortaleciendo la resiliencia de los

cultivos en un entorno cambiante (Santoyo et al., 2016).

2.1.4 Desarrollo de biofertilizantes y bioinoculantes: perspectivas globales
y regionales

El desarrollo y uso de biofertilizantes y bioinoculantes basados en PGPR
representan una estrategia clave para la agricultura sostenible a nivel mundial.

Estos productos biotecnoldgicos ofrecen una alternativa ecologica a los

fertilizantes y pesticidas quimicos, promoviendo la productividad y salud del suelo



(Bashan et al., 2014). En regiones aridas y semiaridas, como el desierto de
Mayran, el uso de bioinoculantes nativos es especialmente prometedor debido a
la adaptacion de estos microorganismos a condiciones extremas (Montafio et al.,
2016). A nivel regional, la integracion de bioinoculantes en sistemas agricolas
tradicionales puede mejorar la seguridad alimentaria y la conservacion ambiental
(Garcia- Fraile et al., 2015).

(i) Colecciones microbianas, normativas internacionales y Ila
importancia de los microorganismos nativos

Las colecciones microbianas constituyen repositorios especializados destinados
al almacenamiento y conservacion de cepas para sSu uso en investigacion,
biotecnologia y desarrollo agricola. A nivel internacional, destacan instituciones
de referencia como la American Type Culture Collection (ATCC) y la Coleccion
Espafola de Cultivos Tipo (CECT), reconocidas por su papel en la preservacion

y disponibilidad de recursos microbianos (Martinez-Hidalgo & Hirsch, 2017).

En México, también existen colecciones relevantes que desempefian un papel
estratégico en la conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad microbiana
nativa. Entre ellas se encuentran la Coleccion de Microorganismos del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM (CIM-IBT) y la Coleccion Nacional de
Microorganismos (CNM) del Instituto Politécnico Nacional. Estas iniciativas
facilitan el acceso a cepas con potencial agrobiotecnoldgico adaptadas a las
condiciones locales, fomentando la investigacién aplicada y la innovacion

cientifica regional.

El acceso, conservacién y uso de los recursos microbianos estan regulados por
normativas y acuerdos internacionales que buscan garantizar su proteccion y
utilizacion responsable. Entre ellos se encuentra el Tratado de Budapest y los
lineamientos sobre acceso a recursos genéticos y distribucion justa de beneficios
derivados (FAO, 2011). Dichas regulaciones promueven un marco ético y
sostenible para la investigacion y aplicacion de microorganismos. En este
sentido, los microorganismos nativos poseen un valor particular para la

agrobiotecnologia, ya que, al estar naturalmente adaptados a las condiciones



locales, ofrecen mayor eficacia y menor riesgo ambiental cuando se emplean

como bioinoculantes (Garcia-Fraile et al., 2015; Montafio et al., 2016).

Por ello, la creaciéon y fortalecimiento de colecciones microbianas regionales
resulta fundamental. Un ejemplo destacado es la Coleccién de Organismos
Rizosféricos y Edaficos del Noreste (CORE-Noreste) de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna. CORE-Noreste no solo conserva la
diversidad microbiana local, sino que impulsa su caracterizacion y aplicacion
biotecnoldgica, contribuyendo al disefio de soluciones sustentables para la

agricultura en zonas semiaridas del noreste de México.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitomejoramiento de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna (UAAAN UL)

ubicada en Torreén, Coahuila, México.

Se puso especial énfasis en aquellos microorganismos con potencial
agrobiotecnoldgico, con la finalidad de integrarlos en la coleccién de organismos
rizosféricos y edaficos del Noreste (CORE-Noreste) de la UAAAN, contribuyendo

asi al conocimiento y aprovechamiento de la biodiversidad microbiana local.

3.1 Obtencién de muestras

Se realizaron muestreos de suelos rizosféricos en distintos puntos del desierto
de Mayran, Coahuila (25°50'40.7"N, 102°44'43.6"W), seleccionando plantas
representativas de la vegetacion nativa adaptada a las condiciones aridas de la
region (Gonzales et al., 2018). En el municipio de San Pedro (25°46'16.0"N,
102°59'45.9"W), las muestras se obtuvieron especificamente en una nogalera,

cultivo de gran relevancia econémica y ecoldgica para la zona.

En ambos sitios, las muestras se recolectaron del suelo adherido a las raices, a

una profundidad aproximada de 30 cm, siguiendo protocolos estandarizados



establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NMX-AA-132-SCFI-2006) y
metodologias descritas por Glick (2012). Estas directrices garantizaron la
adecuada recuperacion de la microbiota asociada, asegurando la

representatividad y calidad de las muestras para su posterior analisis.

Las muestras fueron recolectadas en bolsas plasticas estériles para evitar
contaminacion externa y transportadas bajo refrigeracion a 4°C hasta su
procesamiento en laboratorio, garantizando la viabilidad y representatividad de
los microorganismos presentes (Martinez- Hidalgo y Hirsch, 2017). Este
procedimiento cuidadoso es fundamental para preservar la integridad de la
muestra y asegurar resultados confiables en los analisis microbiolégicos

posteriores.

3.2 Aislamiento de microorganismos

En el laboratorio, las muestras de suelo rizosférico fueron sometidas a diluciones
seriadas con el proposito de facilitar el aislamiento de microorganismos
individuales. Para ello, se prepararon diluciones en tubos de ensayo de 10 ml con
agua estéril, abarcando concentraciones desde 1072 hasta 107°. El procedimiento
se llevo a cabo siguiendo metodologias clasicas y validadas para la certificacion,
cuantificacion y aislamiento de bacterias heterétrofas (Holt et al., 1994; Benson,
2002). Estas técnicas aseguraron la obtencion de suspensiones adecuadas para
el posterior analisis microbiologico, garantizando la representatividad y

confiabilidad de los resultados (Figura 1).



10-3 10-4 10-5 10-6

Figura 1 Proceso de preparacion de diluciones seriadas a partir de la muestra
madre (M1R1-1), mostrando los tubos de ensayo con concentraciones
decrecientes de 1072 a 107®. Las suspensiones obtenidas se destinaron a la
siembra en medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos
individuales.

Las diluciones fueron sembradas en placas con medio agar nutritivo, adecuado
para el cultivo de bacterias heterotrofas que dependen de compuestos organicos
para su crecimiento (Baker y Silverton, 2007). La siembra se realiz6 mediante el
método de extension con asa acodada, asegurando una distribucion uniforme y
facilitando la formacién de colonias aisladas (Figura 2). Cada concentracién se
sembré por triplicado para garantizar la reproducibidad de los resultados. Las
placas fueron selladas con parafilm y etiquetadas con coédigos Unicos para

mantener un control riguroso de las muestras.
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Figura 2 Siembra de diluciones seriadas en agar nutritivo mediante extension
con asa acodada, asegurando distribucién uniforme y formacién de colonias
aisladas.

Las placas se incubaron durante un periodo de 24 a 48 horas a 28 °C,
temperatura Optima para el crecimiento de la mayoria de las bacterias
rizosféricas, permitiendo la aparicién de colonias con morfologias diferenciadas
(Madigan et al., 2015). Posteriormente, se seleccionaron colonias con
caracteristicas morfolégicas distintas para su purificacion mediante subcultivos
en medio agar nutritivo bajo condiciones estériles, con el fin de obtener
aislamientos puros representativos de la diversidad microbiana cultivable
(Cappuccino y Sherman, 2014). Cada cepa recibié una clave basada en las
iniciales “AN” (Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro), “B” para bacterias,

“R” para suelo rizosférico, y un nimero secuencial correlativo.

La purificacion de estas colonias seleccionadas se realizé mediante técnicas de
aislamiento en medio de agar nutritivo, en condiciones estériles. Esto permite
obtener cultivos puros de cada una de las cepas microbianas de interés,
eliminando la posible interferencia de otros microorganismos presentes en la

muestra original (Figura 3).
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Figura 3 Seleccion y purificacién de colonias bacterianas con morfologias
diferenciadas en agar nutritivo, obteniendo aislamientos puros representativos
de la diversidad microbiana cultivable del suelo rizosférico.

3.3 Caracterizacién de los microorganismos aislados y variables
evaluadas
Los microorganismos purificados fueron sometidos a una caracterizacion

macroscopica y microscopica.

La caracterizacion macroscopica de las colonias bacterianas aisladas se realizé
mediante observacion directa visual en placas de agar nutritivo. Se evaluaron los

siguientes parametros:

e Color: se registro el color visible de cada colonia, tales como blanco,
blanco amarillento, amarillento, beige, transparente, entre otros. La
observacion se realizé sin instrumentos especificos de comparacion,
atendiendo la percepcion visual directa (Madigan et al., 2011).

e Forma: Se determin¢ la forma observando los contornos de la colonia con
una lupa estereoscépica. Las categorias clasificadas fueron: puntiforme
(colonias muy pequefas y puntuales), circular (colonias redondas con
bordes definidos), irregular (bordes irregulares), rizoide (flamentosas o
ramificadas), y fusiforme (alargadas).

e Textura y superficie: la textura colonia se evalu6 mediante el contacto

suave con un asa inoculadora estéril para identificar consistencia como
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cremosa, mucilaginosa p seca. La superficie se describié visualmente
como brillante (lustrosa, reflectante) u opaca (mate). Esta observacién
permitidé inferir la presencia o ausencia de sustancias extracelulares
(Madigan et al., 2011).

e Margen: el borde de la colonia entero (liso y regular), ondulado (con
ondas), erosionado (borde desintegrado o fragmentado) y lobulado (con
protuberancias o I6bulos visibles) (Benson, 2002).

e Elevacion: se valoro la altura relativa de la colonia en relacion con el agar
circundante usando observacion lateral y cenital, clasificandola en plana
(sin elevacion), convexa (curvatura suave hacia arriba), umbonada
(protuberancia central destacada) o elevada (alto perfil) (Madigan et al.,
2011).

Estos criterios se aplicaron para generar una descripcion morfolégica preliminar

que facilite la diferenciacién fenotipica de las cepas.

Para la caracterizacién microscopica, se prepararon frotis de bacterias a partir de
colonias frescas. Se realiz6 la tincion de Gram siguiendo el protocolo
convencional: fijacion por calor, aplicacion de cristal violeta (colorante primario),
lugol (mordiente), decoloracion con alcohol-acetona y contra-tincion con
safranina (Benson, 2002). La visualizacion se llevé a cabo con un microscopio

optico a 100x de aumento con aceite de inmersion.

La morfologia celular fue categorizada en cocos (formas esféricas), bacilos
(formas alargadas) y coco-bacilos (formas intermedias). Estas clasificaciones,
junto con la tincion Gram, constituyen una base para la identificacion rapida y

diferenciacion preliminar entre grupos bacterianos (Madigan et al., 2011).

3.4 Capacidad de biocontrol: Ensayo de confrontacion frente a Botrytis
cinerea

Se llevd a cabo un ensayo de confrontacion con el hongo fitopatdgeno Botrytis

cinerea, empleando la metodologia del porcentaje de inhibicidon del crecimiento
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radial (PICR). Para ello, se coloco una explante de agar nutritivo con el inéculo
fangico en cajas Petri que contenian cada una de las cepas bacterianas
previamente purificadas. Las placas se incubaron a una temperatura constante
de 28°C, con una humedad relativa aproximada de 70%, durante un periodo de
5 dias. Durante este tiempo, se registro diariamente el crecimiento del hongo,
midiendo con regla el radio del micelio en direccion hacia las cepas bacterianas
y hacia la periférica de la placa. Esta técnica permitié6 evaluar la interaccion
directa entre las bacterias y el hongo, registrando la inhibicion del crecimiento
micelial como indicador del potencial biocontrolador de las cepas bacterianas
(Compant et al., 2005). El crecimiento del hongo fue medido diariamente durante
cinco dias y comparando con un control sin bacteria. El PICR se calcul6 con la

férmula;
PICR (%) = R1-R2/ R1 x 100

Donde R1 es el radio del cultivo fungico en el control y R2 es el radio del cultivo

fungico en presencia de la bacteria.

3.5 Andlisis de datos y creacion del catalogo

En el analisis de datos, la informacién obtenida durante la caracterizacion
macroscopica y microscopica de los aislamientos bacterianos se organizd en
tablas y graficas descriptivas, lo que permitid sistematizar los resultados de
manera clara y comparativa. Los parametros macroscoépicos (color, forma,
textura, margen y elevacion de las colonias) se registraron como indicadores
iniciales de diversidad microbiana. A nivel microscopico, se documentaron la
morfologia celular y los resultados de la tincibn de Gram, técnicas esenciales

para la clasificacion preliminar de los aislamientos.

Adicionalmente, se incluyeron los resultados del ensayo de confrontacion con
Botrytis cinerea, presentados como porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

(PICR), indicador del potencial biocontrolador de las cepas bacterianas. Cabe
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sefialar que no se aplicaron analisis estadisticos inferenciales, dado que el
propésito del estudio fue eminentemente descriptivo y orientado a la
sistematizacién de la informacion con fines de identificacién y aprovechamiento

agrobiotecnologico.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y caracterizacion macroscopica de las cepas bacterianas

Se aislaron un total de 31 cepas bacterianas a partir de muestras de suelo
rizosferico recolectadas de dos localidades de Coahuila: 18 cepas provenientes
de San Pedro y 13 cepas provenientes del desierto de Mayran. Las muestras de
San Pedro fueron obtenidas de suelo asociado a cultivo de nogal, mientras que

las de Mayran correspondieron a vegetacion nativa del desierto.

La caracterizacion macroscopica de las colonias bacterianas aisladas revel6 una
amplia diversidad morfologica (Figura 4). Se observaron colonias con formas
variadas, incluyendo circulares, irregulares y puntiformes. Los margenes de las
colonias fueron predominantemente enteros u ondulados, mientras que la
elevacion varia entre plana, convexa y elevada (Figura 5 y 6). La superficie de
las colonias mostré texturas brillantes u opacas, y los colores oscilaron entre
blanco, blanco amarillento y cristalino (Figura 7). La consistencia fue mayormente
cremosa o liquida, lo que indica diferencias entre la produccién de
exopolisacéridos y otras sustancias extracelulares que pueden influir en la

interaccion con el ambiente y las plantas (Figura 8) (Bashan y de-Bashan, 2010).
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Figura 4 Caracterizacion de las formas de colonias bacterianas aisladas del
suelo rizosférico en Mayran y San Pedro, Coahuila.
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Figura 5 Tipologia de margenes en colonias bacterianas aisladas del suelo
rizosférico de Mayran y San Pedro, Coahuila.
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Figura 6 Distribucion de los tipos de elevacion en colonias bacterianas aisladas
del suelo rizosférico de Mayran y San Pedro, Coahuila.
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Figura 7 Diversidad de colores en colonias bacterianas aisladas del suelo
rizosférico de Mayran y San Pedro, Coahuila.
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Figura 8 Caracterizacion de la consistencia de colonias bacterianas aisladas del
suelo rizosférico en Mayran y San Pedro, Coahuila.

4.2 Caracterizacion microscopicay tincion de Gram
La observacion microscoOpica permitié identificar tres morfologias celulares

predominantes entre las cepas aisladas: cocos, bacilos y formas intermedias
denominadas coco-bacilos. Estas variaciones morfoldgicas reflejan estrategias
adaptativas diferenciadas y posibles modos de interaccion con el ambiente

rizosférico y la planta hospedera.

La tincion de Gram revel6 que el 58% de las cepas correspondieron a bacterias
Gram negativas, caracterizadas por una pared celular delgada y la presencia de
membrana externa, rasgos que pueden conferir resistencia frente a determinados
agentes antimicrobianos y favorecer interacciones simbidticas o antagonistas en
la rizosfera (Glick, 2012). En particular, las cepas ANBR5 y ANBRS, aisladas en
San Pedro, fueron clasificadas como Gram negativas con morfologia coco-
bacilar, coincidiendo con el potencial biocontrolador destacado en los ensayos

posteriores.

El 42% restante correspondié a cepas Gram positivas, principalmente cocos y

bacilos, cuya pared celular mas gruesa, compuesta por peptidoglicano,
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constituye un rasgo que puede contribuir a su supervivencia en condiciones

adversas y a la producciéon de metabolitos bioactivos.

La diversidad observada en la tincién de Gram y en la morfologia celular de las
31 cepas aisladas evidencia la complejidad de la comunidad microbiana presente
en los suelos rizosféricos de Mayran y San Pedro. Esta heterogeneidad sugiere
un amplio potencial agrobiotecnolégico, tanto en la promocion del crecimiento

vegetal como en el biocontrol de fitopatégenos.

La caracterizacion microscoépica y de Gram constituye un paso esencial para la
identificacion taxondmica mediante técnicas moleculares y para la seleccion de
cepas con atributos funcionales especificos en el desarrollo de bioinoculantes.
En términos generales, la morfologia coco-bacilar fue la mas frecuente, seguida
por cocos y bacilos, con una distribucién equilibrada entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Tabla 1). Esta diversidad morfolGgica y estructural
refleja la capacidad adaptativa de la microbiota rizosférica frente a las

condiciones semiaridas de ambas localidades.

Tabla 1 Caracterizacion microscoépicay tincion de Gram de las cepas bacterianas

aisladas.

Cédigo de Procedenciadela  Morfologia celular Clasificacion de
identificacion cepa tincion Gram
ANBR1A San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR1B San Pedro Cocco Positiva
ANBR2 San Pedro Cocco bacilo Positiva
ANBR3 San Pedro Bacilo Negativa
ANBR4 San Pedro Cocco bacilo Positiva
ANBR5 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR6 San Pedro Bacilo Negativa
ANBR7 San Pedro Bacilo Positiva
ANBRS8 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR9 San Pedro Bacilo Positiva
ANBR10 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR11 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR12 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR13 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR14 San Pedro Cocco bacilo Positiva
ANBR15 San Pedro Bacilo Negativa
ANBR16 San Pedro Cocco Positiva
ANBR17 San Pedro Cocco bacilo Negativa
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ANBR18 San Pedro Cocco bacilo Negativa
ANBR19 Mayran Cocco bacilo Negativa
ANBR20 Mayran Cocco Negativa
ANBR21 Mayran Cocco Negativa
ANBR22 Mayran Estreptococco Positiva
ANBR23 Mayran Cocco bacilo Negativa
ANBR24 Mayran Bacilo largo Positiva
ANBR25 Mayran Cocco bacilo Positiva
ANBR26A Mayran Cocco bacilo Positiva
ANBR26B Mayran Cocco bacilo Negativa
ANBR27A Mayran Cocco bacilo Positiva
ANBR27B Mayran Cocco bacilo Positiva
ANBR28 Mayran Cocco bacilo Negativa
ANBR29 Mayran Cocco bacilo Negativa
ANBR30 Mayran Cocco bacilo Positiva
ANBR31 Mayran Cocco bacilo Negativa

4.3 Capacidad de biocontrol: Ensayo de confrontacion frente a Botrytis
cinerea

Las cepas ANBR5 y ANBRS8, ambas aisladas en San Pedro, mostraron un
elevado porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, con un PICR promedio de
83.3% (Tabla 2). La zona de inhibicion fue evidente desde el segundo dia y se
mantuvo estable hasta el final del ensayo, lo que confirma una marcada actividad
antagonista. Este comportamiento sugiere la produccion de compuestos
antifingicos o una competencia efectiva por espacio y nutrientes, posicionando
a estas cepas como candidatas prometedoras para el desarrollo de

bioinoculantes con funcion de biocontrol (Compant et al., 2005).

En contraste, otras cepas presentaron porcentajes de inhibicion variables o nula
actividad antagonista. Particularmente, las cepas aisladas de Mayran no
mostraron inhibicion significativa bajo las condiciones evaluadas, lo que podria
atribuirse a diferencias en la adaptacion microbiana o en la capacidad de producir

metabolitos antifungicos.

Se consideraron Unicamente las cepas bacterianas que presentaron actividad de

biocontrol significativa 0 moderada frente a B. cinerea durante el ensayo de
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confrontacion. Las cepas con inhibicion nula fueron excluidas, con el objetivo de

resaltar los microorganismos con mayor potencial agrobiotecnologico.

Tabla 2 Inhibicion del crecimiento radial de B. cinerea por cepas bacterianas
aisladas, expresada como PICR (%)

Cédigo de identificacién Porcentaje promedio de Potencial biocontrol
inhibicion (PICR%)
ANBR5 83.33+0 Bueno
ANBRS8 83.33+0 Bueno
ANBR4 14.81 + 25.66 Moderado
(variable)
ANBR26 14.81 + 25.66 Moderado
(variable)
ANBRI1A 0+0 No detectable
ANBRG6 0+0 No detectable
ANBRY7 0+0 No detectable
ANBR17 0+0 No detectable
ANBR29 0+0 No detectable
ANBR30 0+0 No detectable

4.4 Integracién de resultados y catalogo preliminar

Con base en la caracterizacion macroscopica, microscopica, la tincion de Gram

y la evaluacion de la actividad antagonista frente a Botrytis cinerea, se elabor6

un catalogo preliminar que agrupa las cepas bacterianas aisladas en los desiertos
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de Mayran y San Pedro. Este catalogo resalta aquellas cepas con mayor
potencial agrobiotecnolégico, en particular las que demostraron actividad
antagonista significativa, constituyendo un insumo estratégico para futuras

investigaciones y aplicaciones orientadas a la agricultura sostenible.

Este catalogo preliminar constituye un insumo estratégico para la identificacion y
conservacion de cepas con potencial agrobiotecnoldgico. Su integracion permite
orientar futuras investigaciones hacia la validacién en campo, el desarrollo de
bioinoculantes y la creacién de bancos microbianos regionales. Ademas, resalta
la importancia de aprovechar la diversidad nativa como recurso clave para

promover préacticas agricolas sostenibles y resilientes en ambientes semiaridos.
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CONCLUSIONES

El aislamiento de 31 cepas rizosféricas provenientes de Mayran y San Pedro
evidencio una amplia diversidad morfologica y estructural, reflejo de la
adaptacion microbiana a condiciones semiaridas. Entre ellas, las cepas
ANBRS5 y ANBRS8 destacaron por su elevada capacidad antagonista frente a
Botrytis cinerea, con un porcentaje de inhibicion radial superior al 80%. Estos
resultados posicionan a dichas cepas como candidatas prometedoras para el
desarrollo de bioinoculantes con funciébn de biocontrol, y subrayan la
importancia de aprovechar la microbiota nativa como recurso estratégico para

impulsar una agricultura mas sostenible y resiliente.
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ANEXOS
Anexo 1. Cepas de San Pedro con potencial agrobiotecnoldgico

1.1 Caracterizacién macroscopica

Figura Al. 1a. colonias de las cepas ANBR5

Figura Al. 1b colonias de las cepasANBRS

1.2 Caracterizacién microscopica

Figura Al. 2a. Morfologia celular y tincion Gram de ANBR5

Figura Al. 2b. Morfologia celular y tincion Gram de ANBRS8
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Figura A1.3. Inhibicién del crecimiento del patégeno por

ANBRS5 (replicas R1, R2 y R3)

Figura A1.3a: ANBR5R1

Figura A1.3b: ANBR5R2
Figura A1.3c: ANBR5R3

Figura Al.4. Inhibicion del crecimiento del patdgeno por
ANBRS (replicas R1, R2 y R3)
Figura A1.4a: ANBR8R1

Figura A1.4b: ANBR8R2
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Anexo 2. Cepas de Mayran

2.1 Caracterizacion macroscopica

Figura A2. 1. Colonias aisladas

ANBR25 ANBR26 ANBR27

ANBR30
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2.2 Caracterizacion microscopica

Figura A2.2. Morfologia y tincién Gram de cepas seleccionadas de Mayran

ANBR27(B) ANBR29

ANBR30
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2.3 Ensayos de confrontacion (Dia 5, replica 1)

Figura A2.3. Evaluacion de biocontrol de:

ANBR28R1




