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l. Resumen

Las bacterias enddéfitas desempefian un papel fundamental en la promocion del
crecimiento vegetal y en la adaptacion de plantas a condiciones de estrés, o que
las convierte en una herramienta prometedora para la agricultura sustentable. En
esta investigacion se aislaron y caracterizaron bacterias enddfitas asociadas a
Larrea tridentata mediante técnicas microbiolégicas convencionales vy
herramientas moleculares como la amplificacion del gen 16S ARNr con los
iniciadores 27F y 1429R, alineamiento de secuencias, generacion de secuencias

consenso y analisis mediante BLASTn.

Se seleccionaron diez colonias con morfologias distintas, obtenidas en medio de
cultivo R2A y TSA, y se identificaron géneros como Bacillus, Metabacillus,
Peribacillus, Streptomyces y Paenibacillus. Estas bacterias han sido reportadas
por su capacidad para solubilizar fosfatos, producir sideroféros, fijar nitrégeno,
sintetizar ACC desaminasa y generar compuestos antimicrobianos. Estas
caracteristicas refuerzan su potencial como biofertilizantes o agentes de control

bioldgico.

Los resultados permitieron conservar las colonias en cultivo puro con la
posibilidad de realizar evaluaciones funcionales en plantas y explorar su
aplicacion como bioinoculantes. Esta investigacion contribuye al conocimiento de
la diversidad microbiana local y su potencial uso en estrategias agricolas

ecoldgicas.

Palabras clave: Bacterias endoéfitas, Larrea tridentata, aislamiento bacteriano,

caracterizacion molecular, gen 16S ARNr, agricultura sustentable.
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Il. Introduccion

En los ultimos anos, la agricultura sostenible ha cobrado gran relevancia ante la
necesidad de reducir el uso de agroquimicos y mitigar el impacto ambiental
generado por los modelos agricolas convencionales. Los microorganismos
benéficos asociados a plantas han sido objeto de multiples investigaciones,
especialmente aquellos que promueven el crecimiento vegetal, mejoran la
absorcion de nutrientes y contribuyen al control biologico de patogenos (Kumar
et al.,, 2016).

Entre estos microorganismos, las bacterias endéfitas representan una alternativa
prometedora debido a su capacidad para establecer relaciones simbibticas o
mutualistas dentro de los tejidos vegetales sin danar al hospedero. Diversos
estudios han demostrado que este tipo de bacterias puede desempenar
funciones clave como la solubilizacion de fosfatos, la produccién de sideréforos,
la fijacion de nitrogeno y la sintesis de compuestos antimicrobianos, lo que las
hace valiosas para su aplicacion en biofertilizantes, bioestimulantes o agentes de

biocontrol (Gopalakrishnan et al., 2012).

Gran parte del conocimiento actual sobre bacterias enddfitas se ha generado a
partir de cultivos comerciales o plantas de interés agricola. Son pocos los
estudios enfocados en la microbiota asociada a plantas nativas de zonas aridas,
a pesar de que estas especies suelen establecer relaciones con microorganismos
bien adaptados a condiciones de estrés hidrico, baja fertilidad del suelo y altas
temperaturas. Un ejemplo de ello es Larrea tridentata, comunmente conocida
como gobernadora que se encuentra ampliamente distribuida en el norte de
México y adaptada a climas extremos (Hunter et al., 2001).

Para estudiar a fondo la diversidad de bacterias endodfitas, es fundamental
combinar técnicas microbioldgicas clasicas con herramientas moleculares
modernas. El aislamiento en medios de cultivo especificos sigue siendo clave
para recuperar bacterias viables en condiciones controladas, permitiendo su
caracterizacion morfolégica y preservacion para futuros estudios funcionales
(Madigan et al., 1997).
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Se ha demostrado que el analisis del gen 16S ARNr es una herramienta confiable
para la identificacion bacteriana, ya que este gen contiene regiones conservadas
utiles para el disefio de iniciadores universales y regiones hipervariables que
permiten diferenciar entre géneros y especies (Clarridge, 2004). La integracion
de métodos bioinformaticos como el alineamiento de secuencias y su
comparacion con bases de datos publicas, como NCBI, ha facilitado un enfoque

mas preciso en la identificacion de microorganismos (Ortiz-Estrada et al., 2017).

2.1. Justificacion

Estudiar las bacterias endofitas asociadas a L. tridentata no solo permite conocer
parte de la biodiversidad microbiana presente en esta especie, sino que también
abre la posibilidad de identificar cepas con potencial agrobiotecnol6gico. Ademas,
trabajar con cultivos nativos de la region representa una estrategia para
desarrollar soluciones locales, con mayor adaptabilidad a los suelos y

condiciones climaticas de zonas semiaridas como Saltillo, Coahuila.
2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Aislar e identificar bacterias enddfitas asociadas a raices de Larrea tridentata

mediante herramientas microbioldgicas y moleculares.

2.2.2. Objetivos especificos

¢ Realizar el aislamiento de bacterias endéfitas a partir de raices de Larrea
tridentata mediante técnicas de cultivo.

e Caracterizar morfolégicamente las colonias bacterianas seleccionadas.

e Amplificar y secuenciar el gen 16S ARNr para la identificacion molecular
de las cepas.

¢ Analizar el potencial biotecnolégico de las bacterias identificadas.
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lIl. Antecedentes

3.1. Endodfitas

Las bacterias enddfitas son microorganismos, que habitan en el interior de los
tejidos vegetales sin causarles dano (Figura 1). Estas desarrollan una interaccién
simbidtica beneficiosa para la planta, desempenando funciones esenciales como
promover su crecimiento, protegerla contra patégenos y degradar contaminantes
en la rizosfera (Pérez & Chamorro, 2013). Son una fuente importante de
compuestos bioactivos con potencial agricola, médico e industrial (Ryan et al.,
2008).

Fenotipo de la planta
Factores
ambientales Genotipo de la
planta
Gestién agricola
Aplicacién
microbiana

‘7; \}_p f‘" = ny

!

>
‘,a
.
B
—
-

J ‘ - !
Caracteristicas e 'g\fﬁf N o
del suelo Nty |

!
!

.

Diversidad microbiana en érganos vegetales por
encima y por debajo del suelo

Figura 1. Interacciones benéficas de planta-microorganismo. Tomada y editada de (Nie et al.,
2021).

3.1.1. Importancia de las endéfitas en las plantas
Los microorganismos enddfitos benefician a las plantas mediante mecanismos
como el antagonismo, la resistencia sistémica inducida (RSI) y adquirida (RSA),

la promocién del crecimiento vegetal y la adaptacién al estrés ambiental; la

interaccidén entre la planta y las bacterias endofiticas refleja una coevolucién
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influenciada por factores como el genotipo de la planta, su etapa de desarrollo,

estado fisioldgico y tipo de tejido (Sanchez-Bautista et al., 2018).

Las comunidades microbianas asociadas a las raices son determinantes para la
salud de las plantas, superando en relevancia a las comunidades externas de la
rizosfera. Estas enddfitas contribuyen a Ila proteccidbn contra plagas,

enfermedades y condiciones adversas del entorno (Backman & Sikora, 2008).

Estas bacterias pueden colonizar casi todas las plantas y, aunque generalmente
provienen de la rizosfera, algunas especies se transmiten por semillas. Su
capacidad para solubilizar fosfato y fijar nitrdgeno también mejora la fertilidad del
suelo. Estas caracteristicas les otorgan un gran potencial en la fitorremediacion
y la produccion sostenible de biomasa y biocombustibles (Ryan et al., 2008). Las
bacterias endodfitas pueden aumentar la tolerancia de las plantas a factores
abidticos como la salinidad y la sequia y algunas poblaciones especificas
permiten a las plantas sobrevivir en condiciones ambientales adversas (Sanchez-
Bautista et al., 2018).

3.1.2. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal

Entre los mecanismos utilizados para fomentar el crecimiento vegetal estan la
produccion de fitohormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas), la actividad de
la enzima ACC desaminasa para mitigar el estrés, la fijacion de nitrogeno y la
movilizacion de nutrientes como el Fosforo. Ademas, inducen defensas naturales
y producen sustancias antagonistas contra patégenos (Reinhold-Hurek & Hurek,
2011).

3.1.2.1. Produccion de fitohormonas

La produccion de fitohormonas por parte de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPR) es uno de los mecanismos bioldgicos mas relevantes
para la mejora del desarrollo de las plantas. Las fitohormonas, como las auxinas,
citoquininas y giberelinas desempefan funciones clave en la regulacion de
procesos fisioldgicos esenciales, como la elongacién y divisidn celular, asi como

la diferenciacion de tejidos (Spaepen et al., 2007).
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La biosintesis de auxinas, particularmente del acido indolacético (AlA) ocurre
mediante rutas metabdlicas derivadas del triptéfano, como la via del indol-3-
piruvato (IPA). En cuanto a las citoquininas, estas derivan de nucle6tidos como
el isopentil adenosin monofosfato (iPAMP), mientras que las giberelinas se

generan a través de la ruta del acido mevalénico (Wani et al., 2007).

Geéneros bacterianos como Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium
han demostrado una destacada capacidad para sintetizar estas fitohormonas,
promoviendo directamente el desarrollo vegetal. Dentro de estos géneros
Azospirillum y Bacillus se distinguen por su naturaleza enddfita, permitiendo una
interaccidon mas intima con los tejidos internos de las plantas hospederas
(Santoyo et al., 2016).

3.1.2.2. Actividad de ACC desaminasa

La enzima ACC desaminasas representa un mecanismo crucial en la mitigacion
del estrés abiotico en las plantas. Esta enzima degrada el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que es un precursor inmediato del
etileno, una hormona relacionada con respuestas de estrés en las plantas. Al
reducir los niveles de etileno, los microorganismos ayudan a las plantas a tolerar
condiciones adversas, como sequias, alta salinidad y contaminacion por metales
pesados (Glick, 2014).

El proceso catalizado por la ACC desaminasa convierte el ACC en a-cetobutirato
y amoniaco, lo que no solo disminuye el etileno, sino que también proporciona
metabolitos beneficiosos para las bacterias. Entre los géneros bacterianos que
destacan por esta actividad se encuentran Pseudomonas, Enterobacter,
Burkgolderia y Bacillus (Glick et al., 1998). De estos, Burkholderia y Bacillus son
reconocidos por su capacidad enddfita, permitiendo interacciones directas dentro

de los tejidos vegetales y mejorando su capacidad de adaptacion.

3.1.2.3. Fijacion biolégica de nitrégeno
La fijacion biolégica de nitrbgeno es un proceso exclusivo de ciertos
microorganismos que convierte el nitrégeno atmosférico en amoniaco y de esta

manera pueda estar disponible para la absorcién por las plantas. Este mecanismo
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es fundamental en suelos pobres de nitrégeno y contribuye significativamente a

la sostenibilidad agricola (Taiz et al., 2015).

La nitrogenasa, es un complejo enzimatico sensible al oxigeno y es responsable
de catalizar la conversion de nitrogeno atmosférico en amoniaco. Para evitar la
inhibicion por oxigeno, los microorganismos producen leghemoglobina en
simbiosis con plantas leguminosas. Los géneros bacterianos clave en este
proceso son Rhizobium, Azospirillum, Frankia y Klebsiella. Rhizobium y

Azospirillum pueden acutar como enddfitos.

3.1.2.4. Movilizacion de fosforo

El fosforo es esencial para el crecimiento de las plantas, pero su disponibilidad
en el suelo suele estar limitada, debido a su fijacion en formas insolubles. Los
microorganismos solubilizadores de fésforo desempefan un papel crucial al
liberar este elemento en formas disponibles mediante la produccién de acidos
organicos, tales como el acido citrico y el acido glucénico, asi como enzimas
como fosfatasas y fitasas. Entre los géneros mas relevantes en la solubilizacién
de fésforo se encuentran Pseudomonas, Bacillus, Penicillium y Aspergillus
(Rodriguez & Fraga, 1999).

3.1.2.5. Induccion de defensas naturales y produccién de sustancias

antagonistas

Los microorganismos también pueden estimular las defensas naturales de las
plantas a través de la activacién de rutas de sefalizacion como las del acido
salicilico y el acido jasmonico. Estas rutas promueven la sintesis de compuestos
fendlicos y proteinas de defensa. Ademas, algunos microorganismos generan
metabolitos secundarios con actividad microbiana, como sideroforos antibiéticos
y enzimas liticas, que inhiben directamente a los patdégenos vegetales (Pieterse
et al., 2014).

3.1.3. Endodfitas comunes

Los enddfitos mas comunes son comensales, con funciones aun no

determinadas en las plantas. Los menos frecuentes son mutualistas o
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antagoénicos. (Vera Loor et al.,, 2018). Las Proteobacterias, Firmicutes,
Actinobacterias y Bacteroides han sido ampliamente estudiadas, mientras que
aun no se han encontrado arqueas como endofitas internas (Reinhold-Hurek &
Hurek, 2011). En cuanto a hongos, los endofitos mas conocidos incluyen
especies clavicepitaceas y microbios mutualistas adaptados a distintos
ambientes (Backman & Sikora, 2008).

Algunos microorganismos patégenos humanos como Salmonella sp. pueden
comportarse como endofitos, representando un riesgo sanitario debido a su
resistencia a los métodos convencionales de desinfeccion. Por ello, es crucial
evaluar el impacto de introducir estas bacterias en sistemas agricolas para

prevenir problemas de salud publica (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Los géneros mas estudiados de microorganismos endofitos incluyen
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Gluconacetobacter, = Rhizobium,
Herbaspirillum, Erwinia y Xanthomonas, los cuales destacan por su diversidad y

potencial en interacciones benéficas con las plantas (Dibut et al., 2009).

Las especies del género Pseudomonas (Figura 2) son reconocidas por su
capacidad para producir sideroforos, como la pioverdina, que secuestra hierro del
entorno, facilitando su disponibilidad para la planta y limitando el acceso de
patdbgenos a este nutriente. Ademas, algunas cepas producen compuestos
antifungicos y antibacterianos que contribuyen al control de enfermedades de
plantas (Glick et al., 1998).
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Figura 2. Pseudomonas savastanoi formando nédulos. Tomada de (Creative Commons, 2021).

Enterobacter (Figura 3) incluye especies que pueden fijar nitrdgeno atmosférico
y sintetizar fitohormonas como el acido indol-3-acético (AlA). Estas bacterias
también han demostrado capacidad para solubilizar fosfatos, aumentando la

disponibilidad de fésforo para las plantas (Glick et al., 1998).

Figura 3. Cultivo de Enterobacter cloacae. Tomada de (Lifeder, 2021).

El género Bacillus (Figura 4) es conocido por la produccién de esporas
resistentes y la sintesis de metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas, como las surfactinas y fengicinas. Estas sustancias ayudan a

proteger a las plantas contra patégenos del suelo y foliares (Glick et al., 1998).
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Figura 4. Cultivo de Bacillus cereus. Tomada de (Joe Rubin, 2017).

Gluconacetobacter diazotrophicus (Figura 5) es una endodfita que se asocia
principalmente con la cafa de azucar y otras plantas de alto contenido de
sacarosa. Esta bacteria fija nitrégeno atmosférico, contribuyendo al suministro de

nitrdgeno de la planta sin la formacién de nédulos en las raices (Chanway, 1998).

Figura 5. Cultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus. Tomada de (Ahmed et al., 2016)

Las bacterias del género Rhizobium (Figura 6) son conocidas por su capacidad
para formar nodulos en las raices de leguminosas, donde llevan a cabo la fijacion
de nitrégeno atmosférico en una forma utilizable para la planta. Esta simbiosis es
fundamental para el crecimiento de las leguminosas y la fertilidad del suelo (Berg
et al., 2006).
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Figura 6. Cultivo de Rhizobium radiobacter. Tomado de (Nathan Reading, 2013).

Herbaspirillum (Figura 7) es un género de bacterias endofiticas que se asocian
con diversas plantas, incluyendo gramineas como el arroz y el maiz. Estas
bacterias pueden fijar nitrégeno y producir fitohormonas, contribuyendo al

crecimiento y desarrollo de las plantas (Chanway, 1998).

Figura 7. Cultivo de Herbaspirillum huttiense. Tomada de (Mufioz & Sakurada, 2018).

Aunque muchas especies del género Erwinia (Figura 8) son conocidas por ser
fitopatdgenas, algunas cepas pueden existir como enddfitas sin causar sintomas
de enfermedad. Estas bacterias pueden producir enzimas que degradan la pared
celular de las plantas, facilitando su entrada y colonizacion (Berg et al., 2006).
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Figura 8. Sintomas de la “mancha de fuego”; enfermedad causada por Erwinia amylovora.
Tomada de (Redazione Microbiologia Italia, 2021).

Xanthomonas (Figura 9) es un género que incluye especies fitopatdogenas que
afectan a una amplia gama de plantas. Estas bacterias producen
exopolisacaridos que contribuyen a la formacion de biopeliculas y pueden
obstruir tejidos vasculares de las plantas, causando sintomas de enfermedad
(Chanway, 1998).

Figura 9. Cultivo de Xanthomonas campestris. Tomada y editada de (T S & Borkar, 2020).

Bacterias como Bacillus sp. y Pseudomonas fluorescens han sido empleadas
para el control de enfermedades, destacando su capacidad de inducir resistencia
sistémica en las plantas; algunos estudios han demostrado que Bacillus puede
colonizar tanto la superficie como el interior de las plantas, disminuyendo
significativamente la incidencia de patégenos como Phytophthora capsici (Vera
Loor et al., 2018).
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3.1.4. Endéfitas en la agricultura

En la agricultura sostenible, las endodfitas se emplean como agentes de
biocontrol, promotores de crecimiento y protectores frente al estrés ambiental
(Backman & Sikora, 2008). Incorporarlas en semillas o trasplantes garantiza la
mejora en la productividad de los cultivos (Backman & Sikora, 2008).
Investigaciones revelan que diversas especies formadoras de endosporas, como
Bacillus subtilis y Enterobacter cloacae, no combaten patdgenos, sino que
también promueven el crecimiento de las plantas, lo que las posiciona como

herramientas prometedoras en la agricultura sostenible (Vera Loor et al., 2018).

Las bacterias enddfitas tienen funciones metabdlicas que respaldan su capacidad
multifuncional. Como agente de biocontrol, sintetizan compuestos
antimicrobianos como fenazinas, pirrolnitrinas y quitinasas que inhiben el
desarrollo de patégenos bacterianos y fungicos. Ademas, regulan la expresiéon de
genes sensibles al estrés y modifican la arquitectura radicular para mejorar la

absorcidn de agua (Vurukonda et al., 2016).

En cuanto a la promocion del crecimiento vegetal, estimulan la produccion de
fitohoromonas mejorando el desarrollo radicular y la absorcion de nutrientes.
Ademas, movilizan foésforo y fijan nitrdgeno atmosférico, incrementando su
disponibilidad para las plantas (Hurek & Reinhold-Hurek, 2003).

En cuanto a la proteccion frente al estrés ambiental, las bacterias enddfitas
producen osmorreguladores, como trehalosa y glicerol, que contribuyen al
equilibrio hidrico celular y limitan el dafio oxidativo. También sintetizan
antioxidantes, como catalasas y peroxidasas, los cuales permiten que las plantas
toleren condiciones adversas, como sequia, salinidad y temperaturas extremas
(Vurukonda et al., 2016).

En el maiz (Zea mays), se ha observado la presencia de enddfitas como
Azospirillum y Herbaspirillum, las cuales mejoran la disponibilidad de nitrégeno
atmosférico y promueven el desarrollo radicular al estimular la produccién de
fitohormonas (Santoyo et al., 2016). En el arroz (Oryza sativa), microorganismos

como Burkholderia y Pseudomonas incrementan la resistencia a enfermedades
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y la tolerancia a estrés abidtico, como la salinidad al producir compuestos
antimicrobianos (Stéphane et al., 2005). El trigo (Triticum aestivum) alberga
hongos endéfitos como Fusariumy Trichoderma, que antagonizan patégenos del

suelo y solubilizan fosforo (Anwar et al., 2023).

En la soja (Glycine max), bacterias del género Bradyrhizobium hacen simbiosis
formando noédulos radiculares y favoreciendo un crecimiento mas vigoroso
(Hungria & Mendes, 2015). Por ultimo, en el tomate (Solanum lycopersicum),
bacterias como Bacillus y Enterobacter activan las defensas naturales contra
patdgenos y estimulan el crecimiento mediante la sintesis de auxinas (Santoyo
et al., 2016).

Estos microorganismos han sido aprovechados para producir biofertilizantes
comerciales en diversos cultivos. Por ejemplo, RhizoVital® (Figura 10) que es un
biofertilizante liquido que contiene Bacillus amyloliquefaciens, una bacteria
promotora del crecimiento vegetal. Su formulacion natural y libre de téxicos
permite su aplicacion en cultivos organicos sin restricciones de seguridad. La
aplicacion de RhizoVital® se recomienda en dosis de 5 ml por litro de agua, con

repeticiones cada 2 o 4 semanas (Vuna Agri, 2021).

Figura 10. Producto de RhizoVital formulado con Bacillus amyloliquefaciens. Tomada de (Vuna
Agri, 2021).

Otro producto relevante es Nodulaid® (Figura 11), producto a base de
Bradyrhizobium japonicum, disefado para promover la fijacion de nitrégeno
mediante la estimulacién de la nodulacién en cultivos leguminosos y asi reducir

la necesidad de fertilizantes nitrogenados. Nodulaid® se formula en diferentes
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presentaciones segun la cepa de rizobios y el cultivo a inocular. (Hungria &
Mendes, 2015).

- -~

Nodulaid

A potent inoculant for
nirogen feeation and increased yueids

Figura 11. Producto de Nodulaid mas conocido en Australia. Tomada de (BASF SE, 2017).

Otro ejemplo es MycoApply® Injector Endo Organic (Figura 12), es un
concentrado en polvo de hongos micorrizicos corpusculares (HMA) como Glomus
intradices, disefiado para mejorar la absorcion de agua y nutrientes en cultivos
horticolas. Su formulacién, basada en un portador humico soluble, permite su

facil aplicacion en sistemas de riego (MycoApply, 2015).

Figura 12. Producto de MycoApply® con hongos micorrizicos corpusculares. Tomada de
(MycoApply, 2015).

También se encuentra Azotobacterin® (Figura 13), un fertilizante en polvo que
utiliza Azetobacter chroococcum para mejorar la disponibilidad de nitrégeno y
estimular el crecimiento vegetal. Su aplicacién permite reducir la dependencia de
fertilizantes sintéticos como la urea y NPK y mejora la calidad de los cultivos (Wao
Biotecnologia, 2020).
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Figura 13. Producto de Azotobacterin; fertilizante microbiano fijado con nitrégeno. Tomada de
(Wao Biotecnologia, 2020).

3.2. Caracterizacién molecular de microorganismos

En los afios 60, Dubnau y su equipo identificaron regiones conservadas en el gen
que codifica el ARNr 16S en Bacillus spp., 1o que marco el inicio de su uso en
taxonomia bacteriana. Posteriormente, Carl Woese impulsé su aplicacion como
crondmetro molecular, permitiendo dividir a los procariotas en Eubacteria y
Arqueobacteria (Woese, 2002). En su trabajo “Bacterial Evolution” (1987),
Woese, demostré que el analisis de regiones conservadas variables del ARNr
16S facilita tanto la clasificacion como la diferenciacién entre microorganismos,

segun su distancia evolutiva (Freites, 2015).

Hebert, Cywinska, Ball y DeWaard introdujeron el concepto del “codigo de barras
del ADN” en 2003 como una herramienta confiable para identificar organismos
mediante la amplificacion de un fragmento estandar de ADN a través de PCR.
Propusieron el gen mitocondrial COI como marcador, util para clasificar animales,
sin embargo, su aplicacion resultdé limitada en plantas, hongos vy
microorganismos, lo que motivé la busqueda de marcadores alternativos mas

apropiados (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

3.2.1. Regiones hipervariables del gen ARNr 16S

La secuenciacion del ADNr 16S se utiliza principalmente para identificar bacterias

cuya clasificacion es complicada, inviable o consume demasiado tiempo al
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emplear otros métodos. Este proceso generalmente requiere ADN extraido de un
cultivo bacteriano puro para amplificar el gen de interés. (del Rosario Rodicio &
del Carmen Mendoza, 2004).

El gen ARNr 16S es de aproximadamente 1500 pares de bases, sin embargo, en
estudios de identificacién bacteriana no siempre se secuencia en su totalidad,
sino que se amplifican fragmentos especificos cuya longitud varia segun los
cebadores utilizados. Este gen posee regiones variables clave para la
identificacion taxondmica y regiones conservadas (Figura 14) que permiten el
uso de cebadores universales, esenciales en la clasificacion de microorganismos
(Freites, 2015). Esto ha revolucionado la taxonomia bacteriana al establecer un
sistema de clasificacion moderno y facilitar la identificacion de bacterias de
manera mas rapida y precisa (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). Estas regiones
presentan distintos grados de variabilidad entre especies bacterianas y son clave
para la identificacion y clasificacion filogenética de los microorganismos
(Chakravorty et al., 2007).

Las regiones V1 y V2 son altamente variables y permiten diferenciar géneros
bacterianos, lo que las hace utiles en estudios de diversidad microbiana en suelos
y ambientes acuaticos. La region V3 es una de las mas utilizadas en
secuenciacion de alto rendimiento, ya que proporciona una buena resolucion
taxondmica para la identificacion de microorganismos a nivel género y especie.
La region V4 es ampliamente empleada en estudios metagendmicos debido a su
equilibrio entre conservacién y variabilidad, lo que permite una identificacion

precisa (Chakravorty et al., 2007).

Las regiones V5 y V6 presentan variabilidad intermedia y han sido utilizadas en
la caracterizacion de microbiomas especificos, como los de ambientes extremos
y sistemas simbioticos. En cuanto a las regiones V7 y V8, aunque son menos
comunes en estudios metagendmicos, han demostrado ser valiosas en la
diferenciacion de ciertos grupos bacterianos especificos, como las

proteobacterias. La region V9 es la mas corta y ha sido utilizada en estudios de
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microbiomas mediante tecnologias de secuenciacion de fragmentos cortos
(Chakravorty et al., 2007).
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Figura 14. Organizacion de las regiones hipervariables y conservadas del gen 16S rRNA.
Tomada y editada de (McAllister et al., 2018).

El analisis molecular comienza con la extraccién de acidos nucleicos, como ADN
o ARN, para luego amplificar regiones especificas mediante PCR. Este proceso
incluye la ruptura celular, eliminacion de proteinas y precipitacion del material

genético (Blanco-Jarvio et al., 2014).

3.2.2. Caracterizacién molecular por 16S ribosomal

La obtencién de secuencias 16S ribosomales comienza con la extraccion de ADN
genomico, seguido de su amplificacion mediante PCR utilizando iniciadores
disefados para regiones conservadas del gen. En este caso, se utilizaron los
iniciadores 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3-) y 1429R (5’-
GTTTACCTTGTTACGACTT3-’) (Moreno Herrera et al., 2010), los cuales
permiten amplificar un fragmento extenso del gen 16S ARNT, facilitando el analisis

filogénetico y la identificacion de microorganismos (Moreno Herrera et al., 2010).

Los iniciadores 27F y 1429R fueron disefados para amplificar la mayoria de las
secuencias del 16S ARNTr en bacterias, cubriendo las regiones variables (V1-V9),
lo que permite una identificacién taxonémica con alta resolucién (Weisburg et al.,
1991).

Los productos obtenidos se analizan con herramientas bioinformaticas como
BLAST, lo que permite identificar y clasificar organismos al comparar las
secuencias con bases de datos y clasificar los organismos segun su similitud

genética (Blanco-Jarvio et al., 2014).
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El ARNr 16S es un marcador clave en la identificacion de comunidades
metagenomicas y en el analisis evolutivo de procariotas, tanto cultivadas como
no cultivables. Su relevancia ha dado lugar a bases de datos especializados
como Greengenes, SILVIA, Ez-Taxon y RPD, que facilitan su estudio. Para su
uso efectivo en taxonomia, se recomienda trabajar con secuencias completas,
aplicar métodos de alineamiento y optimizar la formacion de unidades

taxondmicas operacionales (Ortiz-Estrada et al., 2017).

Esta técnica ha demostrado ser util para discriminar géneros, especies e incluso
cepas, identificando diferencias genéticas que no son detectables por métodos
tradicionales. Ademas, el uso de software especializado facilita la creacion de
alineamientos, secuencias consenso y dendogramas que resaltan regiones
variables y conservadas, clave para estudios filogenéticos y taxondémicos. La
metodologia también ha sido aplicada exitosamente en la identificacion de
organismos asociados a eventos toxicos, lo que subraya su potencial para
monitorear comunidades microbianas de manera mas confiable (Blanco-Jarvio et
al., 2014). Sin embargo, el uso exclusivo del ARNr 16S presenta limitaciones,
como la ocurrencia de inserciones y pérdidas en la secuencia, transferencia
horizontal de genes y variabilidad, lo que puede complicar la asignacion precisa
de especies (Ortiz-Estrada et al., 2017).

La caracterizacion molecular desempefia un papel fundamental en la
comprension y resolucion de desafios biotecnolégicos. Permite identificar las
propiedades genéticas y bioquimicas de organismos o sistemas bioldgicos, lo
que resulta esencial para optimizar procesos, desarrollar productos y garantizar
la seguridad de aplicaciones biotecnolégicas (Barnum, 1998). Ademas,
proporciona informacion precisa sobre los genes y sus funciones, lo que facilita
avances en areas como la ingenieria genética, la biomedicina y la agricultura

sostenible (Council et al., 2001).

3.3. Caracterizacién morfolégica y microbiolégica

La caracterizacion morfologica de los microorganismos es una etapa crucial para

su identificacién y estudio. Este enfoque proporciona informacién clave sobre las
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propiedades fisicas y estructurales de bacterias y otros microorganismos
(Madigan et al., 1997).

3.3.1. Aspectos por considerar en la caracterizacion morfolégica

En medios de cultivo sdlidos, las bacterias forman colonias cuya apariencia
puede ser caracteristica de ciertos géneros o especies. Se describen parametros
como tamano, forma, borde, elevacion, color, textura (Figura 15), los cuales son

utiles para la identificacion inicial (Cappuccino & Welsh, 2016).

El tamafio de las colonias bacterianas puede ir desde pequefias y puntiformes
hasta grandes y extensas, dependiendo de la especie, las condiciones de cultivo
y el tiempo de incubacién. Por ejemplo, bacterias como Mycobacterium spp.
suelen formar colonias pequefias debido a su crecimiento lento, mientras que
organismos como Escherichia coli generan colonias de mayor tamafio en poco

tiempo (Madigan et al., 1997).

La formacion de colonias, observable desde una vista superior incluye tipos como
circular, irregular, filamentosa o rizoidal. Estas caracteristicas pueden asociarse
con la estructura del organismo. Por ejemplo, Staphylococcus aureus produce
colonias redondeadas, mientras que las rizoidales son comunes en algunos

hongos y bacterias de suelo (Berlanga, 2000).

El borde de una colonia describe el contorno de su periferia, que puede ser entero
(liso), ondulado, lobulado o filamentoso. Bordes lisos suelen observarse en
bacterias como Enterobacter spp., mientras que bordes filamentosos son
indicativos de organismos con alta produccién de polisacaridos (Madigan et al.,
1997).

La elevacion refleja el perfil de la colonia en su seccion transversal. Puede ser
plana, convexa, umbonada o crateriforme. Las colonias de Staphylococcus spp.
son generalmente convexas, mientras que Bacillus spp. puede formar colonias

planas o elevadas (Cappuccino & Welsh, 2016).

El color de las colonias depende de la produccién de pigmentos por parte del

microorganismo. Esto puede ir desde tonos translucidos o blancos hasta colores
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vivos como verde, amarillo o rojo. Por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa
produce un pigmento verde (piocianina), y Serratia marcescens puede producir
pigmentos rojos bajo condiciones especificas. La coloracion a menudo refleja

funciones metabolicas particulares (Bergey, 1994).

El tamafio, la forma (cocos, bacilos, espirilos) y la agrupacion celular (cadenas,
racimos o pares) son caracteristicas fundamentales en la identificacion de
bacterias. Estas propiedades reflejan adaptaciones evolutivas y funcionales

especificas de los microorganismos en distintos entornos (Madigan et al., 1997).

Aunque la caracterizacion morfolégica es un paso muy importante, presenta
limitaciones, como la incapacidad de identificar microorganismos con estructuras
morfoldgicas similares y debe complementarse con técnicas moleculares, como
la secuenciacion del ARNr 16S, para lograr una identificacion mas precisa (Tindall
et al., 2010).
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Figura 15. Morfologia de colonias bacterianas. Tomada de (SlideShare, 2025).

3.3.2. Medios de cultivo comunes para el aislamiento de

microorganismos

El aislamiento de microorganismos requiere el uso de medios de cultivo
especificos que permitan el crecimiento de bacterias, hongos y otros

microorganismos asociados al entorno de las raices. La seleccion de estos
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medios depende de las caracteristicas de los microorganismos a estudiar y su
capacidad para interactuar en el suelo y beneficiar a las plantas (King et al.,
1954).

El agar nutritivo es un medio no selectivo que proporciona una base rica en
nutrientes para el crecimiento de bacterias heterétrofas comunes en la rizosfera
y es ampliamente utilizado en estudios iniciales para aislar una gran variedad de
microorganismos bacterianos; se compone de peptona, extracto de carne y agar.
(Cappuccino & Welsh, 2016).

Otro medio comun es el agar King B (KB), disefiado para promover el crecimiento
de bacterias fluorescentes como las del género Pseudomonas, reconocidas por
sus propiedades beneficiosas para las plantas, como la produccion de
compuestos antifungicos. Este medio incluye glicerol, peptona, fosfato dipotasico
y sulfuro de magnesio, lo que lo hace adecuado para aislar microorganismos
promotores del crecimiento vegetal y antagonistas de patogenos (King et al.,
1954).

En el caso de los hongos, el agar Sabouraud (SDA) es un medio frecuentemente
utilizado debido a su pH acido, que favorece el crecimiento de hongos
filamentosos y levaduras, al mismo tiempo que inhibe el desarrollo bacteriano.
Este medio contiene dextrosa, peptona y agar con un pH ajustado a 5.6. (Pitt,
2009).

El agar papa dextrosa (PDA) también es empleado para el cultivo de hongos y
ciertos tipos de bacterias. Este medio, compuesto por extracto de papa, dextrosa
y agar, se utiliza en el estudio de microorganismos simbidticos o fitopatégenos.
En algunas ocasiones, se le afiaden antibidticos para evitar el crecimiento

bacteriano no deseado (Cappuccino & Welsh, 2016).

Para el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno, se utiliza el medio de
nitrégeno libre (NFM), que carece de una fuente de carbono especifica. Este
medio, compuesto principalmente por sales minerales y agar, esta disefiado para

favorecer el desarrollo de microorganismos especializados, como las bacterias
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del género Rhizobium, esenciales en el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno
(Vincent, 1970).

El medio R2A esta disefiado para el cultivo de bacterias oligotréficas aquellas
adaptadas a entornos con bajo contenido de nutrientes, como la rizosfera. Su
composicién equilibrada, que incluye fuentes de carbono y nitrégeno, facilita el
crecimiento de una amplia gama de microorganismos, incluso de aquellos que

son dificiles de cultivar en medios ricos (Reasoner & Geldreich, 1985).

Por otro lado, el medio LB es un medio nutritivo de uso general, disefiado
inicialmente para el cultivo de Escherichia coli, pero ampliamente empleado para
diversos microorganismos debido a su capacidad para soportar su rapido
crecimiento. Aunque su alto contenido de nutrientes puede favorecer bacterias
dominantes, sigue siendo util para estudios de microbiologia rizosférica en los
que se requiere un crecimiento acelerado de las bacterias (Sambrook & Russell,
2001).

El Agar Pikovskaya es un medio de cultivo recomendado para la deteccion de
microorganismos del suelo capaces de solubilizar fosfatos. Su composicién
incluye extracto de levaduras, dextrosa, fosfato, calcio, sulfato de amonio, cloruro
de potasio, sulfato de magnesio, sulfato ferroso y agar. Microorganismos como
Aspergillus niger, Pencillum notatum, Pseudomonas aeruginosa'y Bacillus subtilis
pueden crecer en este medio, formando zonas claras alrededor de las colonias

debido a la solubilizacién de fosfato en su proximidad (Pikovskaya, 1948).

El agar soja tripticaseina (TSA) es un medio de cultivo no selectivo ampliamente
utilizado para el crecimiento de una gran variedad de microorganismos aerobios
y anaerobios facultativos. Su composicion incluye peptonas de caseina y soja,
asi como cloruro de sodio y agar, proporcionando un entorno nutritivo adecuado
para bacterias ambientales, clinicas e industriales. Debido a su capacidad para
soportar el crecimiento de diversos grupos microbianos, es empleado en estudios
microbiolégicos generales, control de calidad y analisis de alimentos y agua
(Atlas, 2010).
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3.4. Larrea Tridentata

3.4.1. Revision de aspectos botanicos

La gobernadora o arbusto de creosota (Larrea tridentata) (Figura 16) es una
especie caracteristica de los desiertos calidos de América del Norte. L. tridentata
pertenece a la familia Zygophyllaceae, la cual abarca aproximadamente 30
géneros y 250 especies; esta familia es caracteristica de regiones calidas y
aridas, donde sus miembros han desarrollado adaptaciones para prosperar en
condiciones climaticas extremas (Morales-Ubaldo et al., 2022). Su expansion ha
sido notable, ocupando alrededor de 19 millones de hectareas que previamente

eran pastizales desérticos (Arteaga et al., 2005).

Figura 16. Arbusto de Larrea tridentata. Tomada de (Herndndez-Baez et al., 2019).

L. tridentata es conocida en Estados Unidos como chaparral o0 madera grasa,
mientras que en México se le llama guamis, alcaparra falsa, hediondilla o

gobernadora (Morales-Ubaldo et al., 2022).

L. tridentata es una planta perenne que crece en regiones aridas, alcanzando una
altura entre 1 y 3 metros, sus ramas, que tienen una apariencia retorcida y
nudosa, sostienen hojas compuestas por dos pequefios foliolos de alrededor de
1 cm de largo, los cuales presentan una superficie brillante debido a una capa de
resina secretada por glandulas presentes en las estipulas. Estas estructuras

glandulares se encuentran en los nudos del tallo, el cual es de textura lefiosa y
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no presenta espinas. Las flores de esta especie son amarillas y nacen de manera
individual en las axilas de las ramas. Tienen cinco pétalos alargados con una
forma distintiva similar a una garra (Figura 17). El fruto, es una capsula
redondeada que esta cubierta por una densa capa de pequeinos pelos blancos,
los cuales protegen las semillas en su interior. Estas caracteristicas reflejan su
alta especializacion para sobrevivir en ambientes secos y extremos (Arteaga et
al., 2005).

Figura 17. Rama de Larrea tridentata con brotes florales. Tomada de (Eric, 2010).
3.4.2. Distribucion geografica e importancia ecolégica

Un patrén biogeografico notable en L. tridentata es la distribucién alineada de sus
razas diploides, tetraploides y hexaploides a lo largo de los desiertos de
Chihuahua, Sonora y Mojave, en el oeste de América del Norte (Figura 18).
Estudios recientes han utilizado diferencias significativas en el tamano de las
células protectoras de hoja actuales y fésiles para trazar las distribuciones
histéricas y actuales de estas razas de ploidia, abarcando desde el Ultimo
Maximo Glacial (LGM) hasta el presente (Hunter et al., 2001).

La poliploidia es un proceso clave en la diversificacion de las especies, ya que
puede generar nuevas barreras tanto precigéticas como postcigoéticas (Laport et
al., 2016). L. tridentata presenta poblaciones con niveles de ploidia variados,

incluyendo diploides, tetraploides y hexaploides. Este fendmeno la posiciona



36

como un ejemplo destacado de un complejo taxonomico autopoliploide,
reflejando su diversidad genética y adaptabilidad en diferentes entornos (Laport
et al., 2012).
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Figura 18. Mapa de distribucién natural de Larrea tridentata en el norte de México y el oeste de
Estados Unidos. Tomada de (Elbert L. Little, 2021).

3.4.3. Propiedades funcionales y aplicaciones

Su composicién quimica esta dominada por productos derivados de las rutas
metabdlicas del mevalonato, shikimato y malonato (Reyes-Melo et al., 2021).
Entre las propiedades medicinales atribuidas a L. tridentata, destacan
especialmente sus efectos antioxidantes, los cuales han sido objeto de multiples
investigaciones debido a su potencial en la neutralizacién de especies reactivas

de oxigeno y otros radicales libres (Arteaga et al., 2005).

Entre sus metabolitos secundarios destaca el acido nordihidroguaiaretico
(NDGA), conocido por sus importantes propiedades bioldgicas. Este compuesto
actua como un potente antioxidante al secuestrar especies reactivas de oxigeno,
inhibir las lipoxigenasas (LOX) y activar la respuesta antioxidante enddégena
mediada por el factor NRF2 (factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2)
(Reyes-Melo et al., 2021). Durante la década de 1950, este compuesto se utilizd
extensamente como conservante alimentario y en la preservacion de fibras

naturales, sin embargo, su uso fue prohibido en la década de 1960 tras reportes
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de toxicidad y se han documentado casos de nefrotoxicidad y hepatotoxicidad
asociados al consumo crénico tanto del arbusto como del NDGA (Arteaga et al.,
2005).

L. tridentata cuenta con mas de 50 usos tradicionales documentados (Reyes-
Melo et al., 2021). L. tridentata ha sido empleada tradicionalmente en diversas
formas debido a sus propiedades medicinales. Las hojas y ramitas de la planta
se utilizan comunmente para preparar infusiones o tés, mientras que en la
actualidad también se encuentran disponibles en presentaciones como capsulas
y tabletas destinadas al consumo oral. En México, el té elaborado a partir de esta
planta es popularmente utilizado para tratar afecciones como calculos renales y
biliares, destacando su importancia en la medicina tradicional de la region
(Arteaga et al., 2005).

3.5. Estudios relacionados

Un estudio reciente analiz6 bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)
aisladas de las raices de Larrea divaricata expuestas a metales pesados como
plomo (Pb), cadmio (Cd) y zinc (Zn). Se identificaron doce cepas resistentes a
estos metales, principalmente de los géneros Bacillus, Rhizobium,
Rhodopseudomonas y Agrobacterium. Estas cepas mostraron capacidades para
producir biopeliculas, sideroforos y actividad ACC deaminasa, aunque solo una
mostré capacidad para solubilizar fosfatos. Esto indica su potencial en la
fitorremediacion de suelos contaminados por actividades mineras (Fernandez et
al., 2023).

Otro estudio evalué la actividad antimicrobiana de extractos de Larrea tridentata
contra cepas clinicas de Staphylococcus aureus. Los resultados indicaron que
dichos extractos exhiben una fuerte actividad contra bacterias patégenas como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus faecalis.
Esto sugiere que los compuestos presentes en L. tridentata podrian utilizarse
como alternativas para el control bacteriano (Morales-Marquez et al., 2025).

Ademas de su microbiota bacteriana, L. tridentata también establece

asociaciones con hongos micorricicos arbusculares (HMA), los cuales
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desempefan un papel clave en la adaptacion de las plantas a condiciones de
estrés. Un estudio realizado en el Desierto Chihuahuense evalué la diversidad
temporal de HMA en la rizosfera de L. tridentata, identificando 17 especies
distribuidas en 12 géneros dentro del filo Glomeromycota. Funneliformis
geosporum fue la especie mas abundante y perteneciente a la familia
Glomeraceae, la cual presentd la mayor diversidad de géneros en asociacion con
esta planta. Se observo que el porcentaje de micorrizacion variaba a lo largo del
afio, siendo mas alto en febrero (83.22%) en comparacion con septiembre
(75.27%) y mayo (65.27%). Estos resultados indican que la interaccion entre L.
tridentata y los HMA esta influenciada por factores estacionales, lo que podria
tener implicaciones en la restauracion ecoldgica y la gestion de ecosistemas

aridos (Hernandez-Zamudio et al., 2018).

L. tridentata alberga una comunidad diversa de bacterias endofitas y rizobacterias
que desempefian un papel clave en su salud y crecimiento. El impacto de estos
microorganismos no se limita solo a la gobernadora, sino que también han sido
clave en el desarrollo de biofertilizantes y estrategias sostenibles para mejorar la
productividad de suelos degradados. Esto abre oportunidades para aplicar
bacterias benéficas en la agricultura de regiones aridas, reduciendo la necesidad

de fertilizantes quimicos.
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IV. Materiales y métodos

Las bacterias enddfitas fueron aisladas mediante un procedimiento basado en
cultivo (Figura 19) (Bokhari et al., 2019).

sacowmm—

— —
S| Desrdeccidn y ' ' '
Lavrea Iridevalala en Dlucsanes senadas
Campo MACOA0 O reces l
.
f AN - ¢ ' .
""'lll/\|""1\ Q / . <
w/, /
— Fxtrafcion Islarmvento y
de ADN seleccin de bacteria

‘oN wenciacion

\

' 'ﬁ”sr
" y “‘ Andisis
Wl

/.

\\g bioinformdticos

Figura 19. Esquema general de la metodologia.

4.1. Colecta de las muestras

La recoleccion de muestras de L. tridentata se llevé a cabo seleccionando una
planta sana y representativa de la poblacién local en el municipio de Saltillo,
Coahuila (Figura 20). Las coordenadas geograficas del punto de recogida fueron

las siguientes:
N 25° 21’ 16.75” E 101° 2’ 54.083”

Se colectd la raiz y el suelo de 20 cm alrededor del tallo y fue colocado en una

bolsa estéril y transportado al laboratorio.



40

Figura 20. Mapa que indica la zona de la recoleccién de la muestra de Larrea tridentata.

4.2. Transporte y conservacion de las muestras

El material recolectado fue transportado al laboratorio en condiciones controladas
y almacenado inmediatamente a wuna temperatura de 4°C hasta su

procesamiento.

4.3. Preparacion de medios de cultivo

La preparaciéon del medio TSA (Figura 22) se realiz6 disolviendo 30 g de medio
(Caldo Soya Tripticaseina, MCD LAB, Cat. No. 7382) en un litro de agua
destilada. Para obtener un medio sélido, se le afadié 1.5 g de agar por cada 100

ml de agua destilada (Madigan et al., 1997).

Por otro lado, el medio R2A (Figura 21) (R2A Agar, Millipore, Cat. No. 100416)
se preparo disolviendo 18.2 g del medio por cada litro de agua destilada (Atlas,
2010).

Los reactivos fueron pesados en una balanza analitica y mezclados con el
volumen correspondiente de agua destilada en un matraz. La mezcla fue
esterilizada en autoclave a 115°C durante 15 minutos. Una vez esterilizado, el
medio fue enfriado durante 10 a 15 minutos y vaciado en cajas Petri estériles

dentro de la campana de flujo laminar.
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Figura 21. Preparacion de medio R2A.
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Figura 22. Preparacion de medio TSA.
Es importante destacar que todo el material de vidrio, las soluciones y los medios
de cultivo utilizados fueron previamente esterilizados en autoclave bajo las

mismas condiciones.

4.4. Preparacion de muestras
Las raices fueron sometidas a un proceso de lavado (Figura 23), sumergiéndolas
en un vaso de precipitado con 1 L de etanol al 70% durante 30 segundos bajo
agitacion constante. Posteriormente se lavaron con hipoclorito de sodio al 2% por

5 minutos manteniendo la agitacion.



42

Luego de ser enjuagadas con agua destilada estéril, las raices fueron trituradas
en una solucion de NaCl al 0.8%. Del liquido resultante se tomé6 1 ml, el cual se
deposité en microtubos de 1.5 ml para realizar diluciones seriadas hasta alcanzar

una concentracion de 1x103.

De cada dilucion, se inocularon 50 pL en placas Petri con medio de cultivo

previamente preparado, usando perlas de vidrio. Se incluyd un control negativo.

Las placas inoculadas fueron incubadas a 25 °C durante 72 horas.
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Figura 23. Aislamiento y dilucion de bacterias enddfitas a partir de raices.

4.5. Seleccion de colonias

Tras el periodo de incubacion de 72 horas, las placas fueron inspeccionadas para
identificar colonias bacterianas. Las colonias seleccionadas fueron aquellas que

presentaban caracteristicas morfoldgicas distintivas, como color, forma y tamafo.

Cada colonia seleccionada fue inoculada en placas Petri con medio de cultivo
fresco, las cuales se incubaron nuevamente a 25°C por un periodo de 48 a 72

horas. Este procedimiento se repitio entre dos y tres veces.

Para la clasificacion morfolégica se utiliz6 una lupa y se registraron

caracteristicas como forma (circular, irregular, filamentosa o rizoidal), elevacion
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(plana, convexa o umbonada), borde (liso, ondulado, lobulado o filamentoso) y

color (blanco, crema, amarillo o translucido).

4.6. Criopreservacion de bacterias

Se tomaron muestras individuales y se mezclaron con 200 yL de medio LB liquido
en microtubos de 1.5 ml. A esta mezcla se le agregaron 200 uL de glicerol (Figura
24).

La mezcla fue homogenizada con ayuda de un agitador tipo vortex y se almacend

a -81°C para su conservacion a largo plazo.

|
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Figura 24. Cripreservacion de bacterias.
4.7. Extraccién de ADN (Hot Shot)

El ADN bacteriano fue extraido utilizando la técnica de Hot Shot (Figura 25)
(Truett et al., 2000). Para este procedimiento se prepararon dos soluciones: una

solucidn de lisis alcalina y una solucion de neutralizacion (Tris-HCI).

e Para la preparacion de 5 ml de la solucién de lisis alcalina, se utilizaron
1.25 ml de NaOH 100 mM y 0.1 mL de EDTA 10 mM y se aforé a 5 ml con
agua ultrapura estéril. La solucion de NaOH a 100 mM se obtuvo
mezclando 4.5 ml de agua ultrapura estéril con 0.5 ml de NaOH 1 M,
mientras que la solucién de EDTA a 10 mM se preparé combinando 2 ml
de agua ultrapura estéril con 0.5 ml de EDTA 50 mM.

e Por otro lado, la solucion de neutralizacién se obtuvo disolviendo 0.0315 g

de Tris-HCI en 5 ml de agua ultrapura estéril.
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En microtubos de 1.5 ml se mezclaron 20 yL de agua ultrapura estéril con
colonias bacterianas aisladas hasta lograr su disolucion completa.
Posteriormente, 10 uL de esta solucion se transfirieron a microtubos de 200 pL
que contenian 50 pyL de la solucién de lisis alcalina. Las muestras fueron

incubadas a 95°C durante una hora.

Después de la incubacion, se agregaron 50 uL de la solucion de neutralizacién.

Las muestras fueron almacenadas a 4°C.

Se prepard una dilucion 1:10 del material extraido, la cual fue utilizado para la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Figura 25. Extraccion de ADN.
4.8. Amplificacion de los fragmentos 16S (PCR)
La regién del gen 16S rRNA fue amplificada utilizando la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Figura 26) (Weisburg et al., 1991), empleando
los cebadores especificos 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3-’) y 1429R
(5°-GTTTACCTTGTTACGACTT3-’) junto con el estuche comercial de GoTaq®

Green Master Mix, Promega como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes para la mezcla de PCR con Gotag® green master mix.

Componente Volumen Concentracion
ADN 1 uL Variable
N/A
Agua ultrapura estéril 2 uL




45

Primer Fw (27F) 1 uL 0.2 uM
Primer Rv (1429R) 1 uL 0.2 uyM
1X (contiene 200 uM dATP,
200 uM dGTP, 200 uM
dCTP, 200 uyM dTTP y 1.5
Gotaq green master mix 5uL mM MgCl2).

Cada muestra fue procesada en duplicado en un termociclador Axygen®

MaxyGene Il siguiendo el programa que se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Programa de PCR utilizado para amplificar el gen ARNr 16S.

Etapa Tem?oecr)a tura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94

. . 30
Alineamiento 56 segundos 30

Extension 72

Extension 72 10 minutos 1

Los productos de la amplificacién fueron corridos en electroforesis en gel de

agarosa al 0.8%, utilizando un voltaje constante de 80-85 V y visualizados en un

fotodocumentador Axygen™.

Una vez confirmada la amplificacion, se realiz6 una segunda PCR con un

volumen de reaccion de 25 pL de cada muestra por duplicado, empleando el

estuche de 2x Go taq Master mix, Promega y los mismos cebadores.
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Figura 26. Amplificacion y secuenciacion del ADN.
4.9. Secuenciacion
Las muestras se mandaron a secuenciar bidireccionalmente al Laboratorio de
Servicios Gendmicos (LabSerGen) del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN (CINVESTAV) con los cebadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3-’) y 1429R (5’-GTTTACCTTGTTACGACTT3-),

siguiendo las especificaciones del servicio.

4.10. Analisis de las secuencias

Las secuencias generadas fueron analizadas utilizando el software de SnapGene

(Figura 27), que permitio la visualizacion y manipulacion de las secuencias.

V' SnapGene Academy

Figura 27. SnapGene. Tomada de (SnapGene, 2025).

Para llevar a cabo el alineamiento de las secuencias provenientes de ambas
direcciones de una muestra, se empleé el programa MAFFT (Figura 28), una
herramienta especializada en alineacion multiple de secuencias. El alineamiento

resultante fue exportado en formato FASTA.



47

Figura 28. MAFFT. Programa de alineacion de secuencias. Tomada de (Kazutaka Katoh, 2013)

El archivo de alineamiento en formato FASTA fue ingresado en la herramienta
EMBOSS Cons del programa de EMBL-EBI (Figura 29), la cual permite la
construccion de una secuencia consenso a partir de las secuencias alineadas.

Esta secuencia consenso representa la mejor estimacion de la secuencia original.
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Figura 29. EMBOSS Cons. Herramienta del programa de EMBL-EBI. Tomada de (EMBL, 2013).

Una vez obtenida la secuencia consenso, se analizé mediante la herramienta de
BLAST en la base de datos del Nacional Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Figura 30). Esta herramienta permite realizar una busqueda de
homologia, comparando la secuencia obtenida con secuencias depositadas en
bases de datos gendmicas de todo el mundo, facilitando la identificacion de las

secuencias y su posible relacién con otras especies o cepas de interés.

Se consideraron como criterios de validacidon que el porcentaje de identidad fuera
superior al 90%, un E-value cercano a 0 y se registré el numero de acceso de la

mejor coincidencia obtenida.

Figura 30. BLASTn. Tomada de (National Center for Biotechnology Information, 2025).
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V. Resultados y discusion

5.1. Aislamiento de bacterias endofitas

Tras el proceso de desinfeccion y maceracion de raices, se logré un crecimiento
en las placas incubadas, observandose mayor densidad y diversidad en medio
R2A comparado con TSA (Tabla 3). Esto sugiere que la composicién del medio
R2A, al tener concentraciones mas bajas de nutrientes favorece el crecimiento
de bacterias tipicas de ambientes naturales como la rizosfera (Reasoner &
Geldreich, 1985). Mientras que el medio TSA, al ser mas rico, tiende a ser mas

selectivo, reduciendo la diversidad microbiana visible.

Tabla 3. Crecimiento bacteriano en medio R2Ay TSA.

Numero de Colonias en la Dilucién
Medio 0 1x10 1x102 1x103
R2A 36 6 0 0
TSA 17 3 1 0

Se seleccionaron un total de diez colonias bacterianas que presentaron
morfologia visible y diferenciada, lo que indica la presencia de distintas especies
bacterianas. De estas, siete colonias fueron seleccionadas del medio R2A (R3,
R4, R5, R6, R11, R14 y R1.2) y tres fueron seleccionadas del medio TSA (T01,
T03 y T10). La seleccion visual de colonias con caracteristicas distintas sugiere

una diversidad de especies presentes en Larrea tridentata (Figura 31).

Figura 31. Crecimiento bacteriano en medio de cultivo R2Ay TSA.
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5.2. Caracterizacion morfolégica

Las colonias seleccionadas fueron clasificadas segun sus caracteristicas
morfolégicas mediante la observacidn con apoyo de una lupa y un estereoscopio.
Entre las formas predominantes se encontraron colonias circulares con bordes
enteros, elevacién convexa y coloraciones crema y blancas como se muestra en
la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion morfolégica de las colonias bacterianas.

Colonia Forma Elevacion Borde Color
RO3 Irregular Convexa Ondulado Blanco
R04 Irregular Plana Entero Crema
RO5 Circular Convexa Entero Crema
R06 Circular Plana Entero Blanco
R11 Circular Convexa Entero  Translucido
R14 Filamentosa Convexa  Filiforme Blanco
R1.2 Circular Convexa Entero Blanco
TO1 Circular Plana Entero Blanco
T03 Circular Plana Entero Blanco
T10 Irregular Plana Entero Crema

Las colonias filamentosas o con bordes filiformes podrian estar asociadas a
géneros como Streptomyces, caracterizados por su morfologia filamentosa y
formacion de micelios similares a hongos (Kampfer, 2006). Mientras que las
colonias circulares y convexas son comunes en géneros como Bacillus y
Paenibacillus (Logan & Vos, 2015). Ademas, la textura, color y elevacion permiten
distinguirlas de posibles hongos, los cuales presentan micelios aéreos y

crecimiento algodonoso.

La eleccion de medios de cultivo también influye en las morfologias observadas.
El medio R2A, disenado originalmente para bacterias heterétrofas de ambientes
acuaticos, tiene bajas concentraciones de nutrientes, lo que favorece el
crecimiento de bacterias permite el desarrollo de colonias mas diversas y menos

dominantes, facilitando la deteccién de microorganismos minoritarios (Reasoner
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& Geldreich, 1985). En cambio, el medio TSA que es rico en nutrientes, promueve
el crecimiento rapido de bacterias mas competitivas, o que puede promover la

aparicion de formas mas homogéneas (Madigan et al., 1997).

5.3. Amplificacion del gen 16S ARNr

La amplificacion del gen 16S ARNr se realizd exitosamente en las diez muestras
seleccionadas, utilizando los iniciadores universales 27F y 1429R. Los resultados
mostraron bandas nitidas con un tamafio aproximado de 1400 pb (Figura 32), lo
que corresponde al tamafio esperado (Weisburg et al., 1991). Esta observacion

confirmd que la amplificaciéon fue exitosa.

RN R14 R12 TOM TO3 T

Figura 32. Gel de electroforesis de productos de PCR. (M: Marcador, C+: control positivo, C-:
control negativo).

El gen 16S ARNr es ampliamente utilizado en estudios de identificacién
bacteriana debido a su distribucion universal en bacterias, la presencia de
regiones conservadas hipervariables, y su base de datos extensa para
comparacién (Clarridge, 2004). La universalidad del gen permite su aplicacion en
una gama amplia de bacterias, mientras que las regiones hipervariables ofrecen

una resolucién suficiente para diferenciar especies.
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Ademas, la region amplificada de aproximadamente 1400 pb abarca una porcion
considerable del gen 16S, lo cual incrementa la precision de los analisis
filogenéticos (Chakravorty et al., 2007). La eleccion de los primers 27F y 1429R
ha sido documentada en multiples estudios previos de identificacion bacteriana
en tejidos vegetales, suelos y ambientes extremos donde han demostrado alta
eficacia y especificidad (Weisburg et al., 1991). La amplificacién eficiente de esta
region respalda la calidad del ADN extraido y la ausencia de bandas en el control

negativo confirma la ausencia de contaminacion en la reaccion (Clarridge, 2004).

5.4. Caracterizacion molecular

Las secuencias obtenidas a partir de la amplificacion del gen 16S ARNr fueron
sometidas a un proceso de analisis molecular con el objetivo de identificar
taxondmicamente las colonias bacterianas. Inicialmente se utilizé el software
SnapGene® para visualizar las secuencias generadas por la PCR. Esta
herramienta facilitd la inspeccién manual de las secuencias directas e inversas,
permitiendo eliminar regiones de baja calidad (Figura 34) y asegurando que solo

se consideraran las regiones mas fiables (Figura 33).

G G BC b GCGE G L GG G G AG

Figura 33. Electroferograma con regiones de alta calidad.
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Figura 34. Electroferograma con regiones de baja calidad.
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Al utilizar el programa MAFFT para alinear las secuencias directas e inversas y
haber generado secuencias consenso para cada muestra, garantiza la fiabilidad
del BLAST, ya que minimiza errores derivados de lecturas parciales o sefiales

irregulares.

Las secuencias consenso representan la version mas fiable del fragmento
amplificado y mostraron alta calidad, permitiendo identificar las muestras
mediante comparacion en comparacion en la base de datos del NCBI mediante
la herramienta BLASTn.

La secuencia consenso comparada en la base de datos del NCBI mediante la
herramienta BLAST. Para validar la identificacion de las cepas se consideraron
como criterios un porcentaje de identidad superior al 90%, un E-value cercano a
0 como se muestra en la Tabla 5. Ademas, se registré el numero de acceso de la
coincidencia mas significativa, el cual permite rastrear la cepa en la base de datos

y consultar informacién taxondémica y gendmica asociada.

Tabla 5. Resultados del BLAST de las secuencias del gen 16S ARNr de los aislamientos
bacterianos.

Per. Acc. E
Colonia Género Especie Ident Len | VALUE | ACCESION
No No
RO3 determinante determinante - - - -
R04 Bacillus atrophaeus 99.39 | 1504 0 LC769482.1
MW564009
RO5 Peribacillus muralis 99.02 | 1455 0 A
R06 Metabacillus Idriensis 99.21 | 1410 0 PP053280.1
No No
R11 determinante determinante - - - -
MG770721.
R14 Streptomyces - 96.41 | 1486 0 1
R1.2 Metabacillus sp. 99.92 | 1410 0 OR434643.1
MW485118.
T01 Streptomyces - 96.64 | 1368 0 1
JQ809432.
TO3 Paenibacillus - 96.06 | 1352 0 1
PV428658.
T10 Bacillus sp 99.28 | 1387 0 1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC769482.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0X9EPV9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW564009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1D04KUGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW564009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1D04KUGT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP053280.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0YW98DK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG770721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0ZZJBYA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG770721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0ZZJBYA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR434643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1HTXBC2N013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW485118.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H1188ABG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW485118.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H1188ABG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ809432.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1R5763C5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ809432.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1R5763C5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PV428658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1J03TT63013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PV428658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1J03TT63013
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Los resultados obtenidos permitieron identificar diferentes géneros bacterianos
con un alto potencial agrobiotecnologico asociados a Larrea tridentata, muchas
de las cuales han sido descritas anteriormente como promotoras de crecimiento

vegetal.

Entre las bacterias identificadas, se encontraron dos muestras correspondientes
a Metabacillus idriensis, una especie recientemente reubicada desde el género
Bacillus, que destaca por su habilidad para producir enzimas extracelulares y
degradar compuestos organicos complejos, lo que sugiere su posible
contribucion a la ciclicidad de nutrientes del suelo (Gupta et al., 2020). Aunque
su papel como bacteria promotora del crecimiento vegetal aun no esta
ampliamente documentado, su capacidad metabdlica puede resultar util en la
descomposicion de materia organica, facilitando la liberacién de nutrientes

esenciales para las plantas, sobre todo en suelos degradados o de poca fertilidad.

Se identifico también a Peribacillus muralis, especie con habilidades similares a
las de otras del mismo género como P. simplex, reconocidas por solubilizar
fosfatos, sintetizar sideréforos y tolerar condiciones adveras como suelos secos
o con bajo contenido de nutrientes (Alaylar, 2022). Estas caracteristicas la
convierten en una especie candidata para su uso como biofertilizante en regiones

semiaridas.

En el caso de Bacillus atrophaeus, una bacteria conocida por su capacidad para
formar biopeliculas, producir compuestos antimicrobianos, y contribuir al control
de patdgenos en la rizosfera. Al igual que otras especies del mismo género, su
presencia es comun en suelos agricolas donde juegan un papel clave en la salud
vegetal. (Kumar et al.,, 2016). Puede emplearse cmo parte de estrategias de
manejo integrado de plagas y enfermedades, reduciendo el uso de pesticidas

sintéticos.

Otra muestra fue de Bacillus sp., la cual, aunque no fue determinado a nivel

especie, probablemente comparta capacidades similares a otras especies del
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género como la produccion de hormonas vegetales, enzimas y compuestos
antagonistas frente a hongos fitopatégenos (Kumar et al., 2016). Estas
caracteristicas han hecho del género Bacillus uno de los mas estudiados en

productos biotecnolégicos aplicados a la agricultura.

En cuanto al género Paenibacillus, aunque no se lograra identificar su especie,
es un grupo altamente reconocido por producir ACC desaminasa, lo que permite
a las plantas tolerar condiciones de estrés abidtico, ademas de fijar nitrogeno y
mejorar el aprovechamiento de nutrientes por parte del hospedero, lo que las
hace especialmente utiles como alternativas naturales a los fertilizantes

nitrogenados (Hussain et al., 2020).

También se aislaron dos cultivos pertenecientes al género Streptomyces,
caracterizados por su morfologia filamentosa y su capacidad para sintetizar una
amplia variedad de compuestos bioactivos, incluyendo antibiéticos y promotores
de crecimiento. Se ha demostrado que estos microorganismos no solo protegen
a las plantas frente a enfermedades del suelo, sino también promueven el
desarrollo radicular (Gopalakrishnan et al., 2012). Varias especies de este género
yas se utilizan comercialmente como agentes biocontroladores y como parte de

consorcios microbianos en biofertilizantes para cultivos como jitomate, soya y

papa.

Aunque no se logro identificar con precision dos de las bacterias, no significa que
no sean importantes. De hecho, podrian tratarse de especies poco estudiadas, lo
que abre nuevas oportunidades a futuras investigaciones para conocer sus

funciones ecoldgicas y posibles aplicaciones agricolas.
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VI. Conclusion

Realizar esta investigacion permitio aplicar de manera practica distintas
herramientas microbiolégicas y moleculares para el estudio de bacterias
endofitas asociadas a Larrea tridentata como la amplificacion del gen 16S ARN:,
el alineamiento de secuencias y el analisis mediante BLAST para la identificacion

de comunidades microbianas.

Ademas, es importante mencionar que esta investigacidn no solo permitio
conocer qué bacterias estaban presentes, sino también obtenerlas en cultivo
puro. Esto facilita su preservaciéon y uso en futuros estudios funcionales y
ensayos en plantas, pues al contar con ellos hace posible evaluar directamente
su efecto en semillas, raices o suelos mediante bioensayos controlados. Esto
representa una ventaja importante frente a otros métodos, ya que permite evaluar
directamente el efecto de cada cepa y, eventualmente, disefiar bioinoculantes

adaptados a las condiciones de esta region.

Este trabajo también confirmd que en la biodiversidad local existen soluciones
reales y potenciales a los problemas del campo; que incluso en plantas nativas
como Larrea tridentata se pueden encontrar microorganismos con propiedades
funcionales importantes como la solubilizacion de fosfatos, produccion de
sideroforos, actividad enzimatica, sintesis de compuestos antimicrobianos y
posible fijacion de nitrégeno. Estas propiedades son de especial interés por su
uso en estrategias sustentables de produccién agricola, sobre todo en regiones
de suelos pobres o condiciones climaticas adversas como las del noreste de

Mexico.

Considero que el siguiente paso para esta investigacion esta en realizar pruebas
funcionales con las bacterias obtenidas, tanto en condiciones de laboratorio como
en campo. Seria interesante evaluar su comportamiento en cultivos locales, su
compatibilidad con otros microorganismos para desarrollar alternativas

agrobiotecnoldgicas con impacto positivo en la region.
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