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I.  RESUMEN
Larrea tridentata es un arbusto perenne capaz de sobrevivir a ambientes muy aridos. En este
estudio se busco identificar las bacterias endofitas que estan presente en las raices de L. tridentata.
Para esto se aislaron directamente de las raices previamente lavadas con solucion de Etanol al 70%
y NaCl al 2%, siendo el producto macerado con solucion salina al 0.8%. Fueron sembradas por
medio de diluciones seriadas en medios selectivos: LB con Agar, Agar nutritivo, R2ZA 'y R2A con
NaCl al 1.5%. Se caracterizaron morfolégicamente y se identificaron por técnicas de HotSHOT y
PCR. Los productos obtenidos fueron visualizados posteriormente en un gel de electroforesis. Se
mandaron secuenciar y se lograron identificar endofitas de géneros como Peribacillus,
Metabacillus, Sinorhizobium, Bacillus, Neobacillus, Staphylococcus y Streptomyces. Estos
géneros podrian estar relacionados en procesos como fijacion del nitrogeno, tolerancia al estrés
abiotico y produccion de fitohormonas. Los resultados nos sefialan que la microbiota que se asocia
en la planta L. tridentata tiene un papel importante en su adaptacion a ambientes con condiciones
extremas. Este estudio aporta informacion relevante a futuros trabajos sobre interaccion planta-

microorganismos en ecosistemas similares.

Xiii



Il.  INTRODUCCION
Las enddfitas tienen un papel importante en las plantas. Su estudio ha logrado relacionar estos
microorganismos con actividades fisiologicas de sus hospederas, como promover su crecimiento,
regular la produccion de fitohormonas, su resistencia a enfermedades y a la respuesta al estrés
(Alexander et al., 2013). Gracias a esto, se han tomado como ventaja por los beneficios que ha
logrado en la agricultura, al incrementar la produccion de cultivos con una gran importancia
economica (Pérez C et al., 2009).
Para la caracterizacion molecular se utilizé el gen ARNr 16S, el cual ya ha sido manejado
ampliamente en estudios de taxonomia y filogenia (Chavez Huingo & Rivera Jacinto, 2023). Este
fragmento ha sido de gran importancia para el estudio en cualquier sector, principalmente en el
agricola (Teran Salazar, 2024).
La morfologia obtenida se basé en el medio de cultivo que se utilizo para las colonias, sin embargo,
eso también puede depender de factores ambientales y de factores genéticos (Fernandez Olmos et
al., 2010). Los medios utilizados en este proyecto fueron LB con agar, agar nutritivo, R2ZA 'y R2A
con NaCl al 1.5%.
La gobernadora (Larrea tridentata) es considerada uno de los componentes mas importantes de
las zonas aridas y semiaridas de México. Una de las actividades mas destacadas de L. tridentata
ha sido su actividad microbiana evaluada contra patdgenos y fitopatdégenos. (Arteaga et al., 2005).
Juega un papel importante dentro de la economia de México por su uso en la medicina alternativa
para el tratamiento estomacal, de rifiones, vesicula, tratamiento para cicatrizacion y para prevenir

infecciones (Aranda Ledesma et al., 2024).



I1.  OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Lograr identificar y caracterizar las bacterias que estan presentes en la raiz de Larrea tridentata
(Gobernadora) mediante el uso de técnicas de microbiologia y moleculares.

3.2. Objetivos especificos

Aislar las bacterias a partir de las raices de Larrea tridentata en condiciones estériles de
laboratorio.
e ldentificar morfolégicamente las bacterias observando directamente las placas para lograr
una caracterizacion inicial basada en caracteristicas visuales
e Determinar la caracterizacion genética con el uso de herramientas moleculares
e Clasificar taxonomicamente las bacterias obtenidas a partir de las raices de Larrea
tridentata.
IV. HIPOTESIS
Existen bacterias endofitas en las raices de Larrea tridentata, cuya presencia esta asociada a la

capacidad de adaptacion y resistencia a enfermedades y ambientes aridos.



V. REVISION DE LITERATURA
5.1. Enddfitas
5.1.1. Definicion de endofitas
El término “Endofita” proviene del griego “endo” que significa dentro, y “phyton” que significa
planta (Gonzales Torrico et al., 2024). Las endéfitas son microorganismos, principalmente hongos
y bacterias, que habitan en los tejidos de las plantas durante su ciclo de vida sin causarles dafio
(Leonardo, 2013). Se ha encontrado que en todas las plantas hay presencia de diversas endofitas,
las cuales pueden ser detectadas particularmente en diversos compartimentos de la planta, como
en sus espacios intracelulares o en tejidos vasculares (Doncel M, 2016). Uno de los principales
sitios de presencia de estas bacterias es en los puntos de emergencia de las raices, en donde han
sido observadas en el cortex de la raiz primaria y en las capas celulares de las raices laterales. Al
entrar por las raices de las plantas, éstas utilizan enzimas degradadoras de polimeros de la pared
celular como exogluconasas y endogluconasas. Pueden entrar de manera intercelular e intracelular
para invadir los tejidos centrales (Leonardo, 2012).
5.1.2. Importancia de las enddfitas en las plantas
El incremento de la productividad de los cultivos se le ha relacionado con la presencia de endofitos
en los tejidos de la planta. Estos microorganismos desempefian un papel crucial en las actividades
fisioldgicas de sus hospederas influyendo en su resistencia a enfermedades y respuesta al estres.
También ayudan con la capacidad de fijacién de nitrogeno (Alexander et al., 2013), entre otros
procesos bioquimicos. La relacion planta-enddfita se basa en la proteccion por parte del
microorganismo en casos de estrés bidticos y abidticos en la sintesis de biomoléculas, mientras
que la planta brinda habitat para el desarrollo y reproduccion dentro de los tejidos sin comprometer

los recursos del hospedador en su crecimiento (Alvis Garcés, 2024).El crecimiento de la planta es



estimulado por el movimiento de nutrientes del suelo que brindan las bacterias gracias a la
produccién de reguladores de crecimiento, la proteccion hacia los fitopatdogenos ya sea por su
inhibicién o por su control de estos. Estudios recientes, en angiospermas y gimnospermas, han
demostrado que las endofitas se asocian a tejidos de plantas lefiosas, las cuales producen agentes
antinflamatorios y metabolitos como antibioticos y metabolitos secundarios, incluyendo
promotores de crecimiento vegetal, agentes antinflamatorios, compuestos antitumorales y de
control biol6gico (Leonardo, 2013).

La manera en la que las bacterias endofitas se distribuyen dentro de su hospedador se basa en la
interaccién de organismos como nematodos parasitos asociados a la planta, o por caracteristicas
propias de la hospedera (Leonardo, 2012).Aunque las enddfitas suelen invadir por las raices, estas
pueden desplazarse a las partes aéreas de las plantas como las hojas, los tallos y las flores. Se
conocen pocas las que tienen la capacidad de colonizar estas zonas por los requisitos fisioldgicos
necesarios, por lo que las bacterias localizadas en estos tejidos estan adaptadas al nicho endofito
(Alvis Garcés, 2024).

5.1.3. Endofitas en la agricultura

Una alternativa de la agricultura tradicional es la agricultura sostenible (o bio-intensiva). Este tipo
de agricultura combina los principios de la agricultura agroecoldgica, en donde el suelo tiene buena
materia organica por lo que se encuentran en abundancia diversos microorganismos, como los
enddfitos (Gonzales Torrico et al., 2024).

El ser humano ha tomado ventaja en el uso de estos microorganismos, tomando en cuenta que
ayudan al crecimiento de la planta, se han utilizado a beneficio de incrementar la produccion de

cultivos con importancia econémica utilizdndolos como fertilizantes. Esto ha logrado un



incremento en la produccién. Cabe resaltar que el uso de estos organismos no dafia ni contaminan
al medio ambiente, lo cual se considera una gran alternativa (Pérez C et al., 2009).

Las enddfitas desempefian un papel importante en el desarrollo de plantas, la fitorremediacion, la
solubilizacion de fosfato, modulacion del metabolismo de las plantas y sefializacion de
fitohormonas que conduce a la adaptacion del estrés biGtico y abi6tico ambiental (Castro del Angel
& Hernandez Castillo, 2021).

5.1.3.1. Beneficios en las plantas

Estos microorganismos estdn tomando un papel protagonico en la agricultura gracias a la
estimulacién que dan al crecimiento de la planta por medio de la fijacidn y absorcion de nutrientes,
principalmente del fosforo y del nitrogeno. También, fortalecen la resistencia a sequias, salinidad
y a patogenos (Gonzales Torrico et al., 2024).

Hay evidencia que resalta que las plantas y las endéfitas pueden comunicarse entre si, lo cual
favorece la simbiosis. Sefiales quimicas que producen las plantas pueden llegar a activar la
expresion genética de endofitas. Ademas, la presencia de estas demuestra el aumento de
capacidades fotosintéticas de las hospedantes, asi como la relacion hidrica.

5.1.3.2. Fitorremediacion

La fitorremediacion es una funcion en donde trabajan en conjunto planta y microorganismos de la
rizosfera (Delgadillo Lopez & Gonzélez Ramirez, 2011).

Estudios recientes han encontrado enddfitas de Populus en técnicas de fitorremediacion y el uso
de Burkholderia cepacia G4 para incrementar la tolerancia de tolueno en las plantas. También han
estado presentes Methylobacterium populum en la biodegradacion de: 2,4,6-trinitrotolueno (TNT),

hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (HMX) y octahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocine



(RDX), los cuales son contaminantes explosivos con presencia de un grupo nitro, que al liberarse
al medio ambiente presentan riesgos toxicos para el medio ambiente (Van et al., 2004).

Los suelos de todo el mundo estan contaminados por la presencia de estos contaminantes, ya sea
por actividades militares o por operaciones de fabricacién. Es por ello por lo que se utilizan
algunas especies de bacterias para la degradacion de estos compuestos toxicos, las cuales pueden
eliminar o neutralizar los contaminantes. (Delgadillo Lopez & Gonzalez Ramirez, 2011).

Se demostré que H. Frisingense regula de manera positiva los receptores de etileno, lo cual
conduce al crecimiento de raices. También se sabe que produce acido indolacético, lo que mantiene
un equilibrio complejo entre el etileno y el IAA (Pérez C et al., 2009).

Enla Figura 1. se muestra la manera en la que trabajan los microorganismos en la fitorremediacion.

Figura 1. Fitorremediacion asistida por microorganismos.

Fuente: Mendarte-Alquisira et al., 2021.
En investigaciones, se ha usado una cepa de Burkholderia conocida como G4, para descomponer
tricloroetileno al transferirle el plasmido TOM (tolueno orto-monooxigenasa) en especies de
arboles como alamos, sauces, eucaliptos o coniferas, sin embargo, no ayudo a las plantas a eliminar
este quimico, pero si a transpirar menos TCE (Tricloroetileno) (Kang et al., 2012).

5.1.3.3. Endofitas en los cultivos



5.1.3.3.1. Maiz

El maiz es el segundo cultivo alimenticio mas importante en cuanto a fuente de energia y contenido
de proteina en la nutricion del ser humano. Las endofitas tienen ventajas sobre otras poblaciones
que colonizan de forma epifita. En el maiz, estos microorganismos tienen relacion con el
incremento de germinacion, la altura de la planta, biomasa radical y aérea que va a mejorar el
rendimiento del cultivo. También promueve la tolerancia al estrés por sequia, intervenido por el
incremento de la biomasa de raiz, lo que mejora la absorcion de agua y de nutrientes. Dentro de
los géneros de bacterias que alberga este cultivo se encuentran principalmente: Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Pseudomonas geniculata, Pseudomonas hibiscola y Sinorhizobium meliloti
(Sanchez-Bautista et al., 2018).

5.1.3.3.2. Frijol

La pudricion de la raiz y marchitez del frijol se da debido a hongos como Rhizoctonia solani y
Fusarium oxysporum. La bacteria Bacillus amyloliquefaciens induce la defensa bacteriana y
resistencia para poder combatir estos patdgenos. De manera indirecta, las bacterias endofiticas
mejoran la salud de los cultivos al atacar las plagas y los patdégenos por medio de enzimas
hidroliticas, limitacion de nutrientes y cebar las defensas. Para esto, es necesario que las plantas
colonicen la endosfera posterior a colonizar las raices. La induccion de resistencia estd asociada a
las proteinas que tienen relacion con la patogenia, como las proteinas antifungicas que incluyen
defensinas, tioninas, proteinas similares a la osmotina, a la taumatina, quitinasas, glucanasas,
oxalato oxidasa y proteinas de transferencia de lipidos (Castro del Angel & Hernandez Castillo,
2021).

5.1.3.3.3. Yuca



Tienen efecto promotor de crecimiento en este cultivo de importancia econdémica. Participa
principalmente G. Diazotrophicus, Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis beneficiando el
crecimiento, rendimiento y calidad de los tubérculos. Debido a que la yuca se considera un cultivo
resistente a suelos pobres en nutrientes, son estos microorganismos los que incrementan la
capacidad de desarrollo en este tipo de ambientes (Gonzalez Rodriguez et al., 2015).

5.1.3.3.4. Platano

Las Pseudomonas y Bacillus participan como agentes de control bioldgico hacia R. Similis en
condiciones de invernadero, generando resistencia a estos microorganismos para evitar que estos
parasitos se alimenten de las raices y cormos de este cultivo (Martinez Martinez, 2003).

5.1.3.3.5 Trigo

A partir de este tipo de especies de plantas se han identificado especies de bacterias diazotroficas
que tienen la capacidad de fijar el nitrgeno, reduciendo asi el uso de biofertilizantes quimicos.
Como consecuencia, se utilizan menos cantidades de fertilizantes fosfatados los cuales son
costosos y repercuten de manera negativa al medio ambiente (Pérez Cordero et al., 2014).
5.1.3.4. Enddfitas en productos comerciales

5.1.3.4.1. ENDO-RICE Inoculante

Formulacion liquida de una cepa pura de Herbaspirillum sobre un soporte acuoso a concentracion
de méas de 100 millones de bacterias por mililitro. Esta cepa ha sido seleccionada por ser una
promotora eficiente del crecimiento en plantas de arroz y haber mostrado efectos positivos en la
produccion.

Hesbasirillum ejerce sobre el arroz a través de una serie de mecanismos, entre los que destaca la
secrecion de fitohormonas que estimulan al cultivo, permitiendo asi un crecimiento mayor y un

aumento en la capacidad de absorcién de nutrientes y agua (Lage y Cia. S.A., 2010).



5.1.3.4.2. BIO-N

Fertilizante a base de microorganismos aislados de la planta de talahib. Estas bacterias
(Herbaspirillum) convierten el nitrdgeno atmosférico para que los cultivos de arroz y maiz puedan
utilizarlo, y mejore el crecimiento de brotes y el desarrollo de raices (Biotech UPLB, 2023).
5.1.3.4.3. NITROFIX

Biofertilizante a base de Azospirillum brasilense, el cual promueve el crecimiento y la nutricion
vegetal a través de la fijacion del nitrdgeno. Se ha visto efectos positivos en cultivos como sorgo,
maiz, cafia de azlcar, arroz, girasol, tomate, pimentdn, leguminosas, platano, entre otros cultivos.
También participa en la restauracion de suelos degradados (Osorio, 2020).

5.1.3.4.4. BIOESTIMULANTE

A base de Bacillus megaterium, se utiliza como agente promotor del cultivo. Contribuye a la
fijacion de nitrégeno. También sintetiza hormonas como auxinas, que promueve el crecimiento de
las raices y aumenta la absorcion de nutrientes. Produce compuestos antimicrobianos y enzimas
que inhiben el crecimiento de patégenos como hongos y bacterias.

Al introducir esta cepa en la rizosfera, promueve su colonizacion (Yakhin et al., 2017)

5. 1.3.5. Especies reportadas como endofitas comunes

Particularmente Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y Pseudomonas geniculata como especies
muy comunes. Especies de Bacillus firmus, Pseudomonas hibiscola y Sinorhizobium meliloti como
comunes. Y Acinetobacter soli, Stenotrophomonas maltophila y Burkholderia gladioli como poco
comunes (Sanchez-Bautista et al., 2018).

5.2. Caracterizacion molecular de microorganismos

5.2.1. ARNr 16S

5.2.1.1. Qué es



El ARNr 16S es un polirribonucle6tido que se ha utilizado ampliamente para estudios de filogenia
y taxonomia. Tiene aproximadamente 1500 nucledtidos y es codificado por el gen rrs. Siendo una
cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega en una estructura secundaria alternando regiones (Chavez
Huingo & Rivera Jacinto, 2023).
Dado que proviene de las subunidades pequefias de los ribosomas se utiliza acronimo SSU (small
subunit), estos son altamente conservados y presentan regiones comunes a los demas organismos,
pero con variaciones concentradas en zonas especificas. Fue propuesta por Carl Woese en la
década de 1970 (Rodicio & Mendoza, 2004).
De manera general, para que sea considerada como marcador molecular es necesario que cumpla
con las siguientes caracteristicas

I. Presentar variabilidad y divergencia genética a nivel especie.

ii. Tener sitios conservados adyacentes que faciliten el disefio de iniciadores universales,

para la amplificacion por medio de PCR.

iii. Una longitud apropiada para su facil extraccion y secuenciacion.

(Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).
La disposicion de identificar y clasificar patdgenos utilizando ARNr 16S ha sido de gran
importancia en cualquier sector, principalmente en el agricola, en donde la identificacién temprana
significa la diferencia entre pérdidas econdémicas o control de estos patdgenos. Aunque existan
caracteristicas bioquimicas y fenotipicas, éstas no siempre ofrecen especificidad necesaria para un
manejo efectivo de brotes (Teran Salazar, 2024).
5.2.1.2. Qué fragmento se utiliza y qué caracteristicas tiene
Se usan sus regiones hipervariables, ya sea para la identificacion o clasificacion de cultivos puros

aislados, asi como también estimar su diversidad bacteriana en muestras donde no se presenta un
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cultivo mediante un enfoque metagendmico. Su principio se basa en la secuenciacion de este
fragmento, de marcadores especificos filogenéticos o de genes funcionales secuenciados, también
conocido como metabarcoding (Chavez Huingo & Rivera Jacinto, 2023).

5.2.1.2.1. Regiones hipervariables

Gracias a las técnicas de secuenciacion masiva, se incrementaron los reportes acerca de la
caracterizacion de bacterias con el gen ARNr 16S como marcador. No obstante, las secuencias
corresponden a diferentes regiones y son parciales. Es por las discrepancias que se foment6 a
estudiar distintas regiones variables, asi como del gen completo (Valenzuela-Gonzélez et al.,
2015).

En un anélisis de poblaciones microbianas de sedimentos, se empled la regién V3 como
herramienta taxondmica en lugar de la secuencia completa, se pudo observar que la diversidad
estimada fue menor y el nimero de OTU (unidades taxonémicas operativas), que no pudieron ser
identificadas, aumento de 8.6% a 34.6% (Miller et al., 2013).

En otro estudio, Huse et al. (2008), se analizaron muestras muy disimiles como de intestino
humano y de chimeneas submarinas, demostrando que cada region del gen ARNr 16S aporta
diferentes valores de diversidad microbiana: la region V3 registré 42 taxones, mientras que la
region V6 registro 26 taxones.

En la Figura 2. podemos observar la estructura del gen ARNr 16S, hélices universales enumeradas
del 1-48 en orden de aparicion partiendo del extremo 5°. Las hélices especificas en procariontes
son indicadas con P(a, b), donde “a” es el nimero de hélice universal precedente y “b” el nimero
de serie. Las regiones variables se designan de V1-V9 (V4 exclusiva de eucariontes). Lineas
discontinuas son regiones presentes en un nimero limitado de estructuras (Fernandez Olmos et al.,

2010).
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Figura 2. Estructura secundaria de ARNr 16S.

Fuente: Ferndndez Olmos et al., 2010.

5.2.1.3. Qué organismos puede identificar

Para la identificacion bacteriana, es importante en las bacterias con perfiles fenotipicos inusuales,
bacterias de lento crecimiento y bacterias no cultivables. EI mayor numero de especies que se han
descubierto han sido de géneros Mycobacteirum y Nocardia. Las especies mas caracterizadas han
sido Streptococcus sinensis, Laribacter hongkongensis, Clostridium hathewayi y Borrelia
speilmanii (Woo et al., 2008).

Actualmente la mayor parte de las bacterias pueden identificarse con facilidad por técnicas
convencionales de microbiologia, aislando el agente patdégeno y basandose en caracteristicas
fenotipicas. Sin embargo, hay situaciones en donde se necesitara de mucho tiempo, y simplemente
resultara dificil o imposible. Dentro de estas circunstancias el analisis del ARNr 16S presenta una
ventaja de tiempo como de especificidad. El andlisis de esta secuencia en grupos filogenéticos
distintos ha revelado un hecho de gran importancia: una o mas secuencias caracteristicas presentes
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se le denominan oligonucleédtidos firma. Esto consta de una secuencia corta especifica que aparece
en la mayoria, sino es que, en todos los miembros de un grupo filogenético. Es gracias a esto que
pueden utilizarse los oligonucleotidos firma para ubicar a una bacteria dentro de un grupo (Rodicio
& Mendoza, 2004).

5.2.1.4. Por qué se usa para clasificar organismos

Gracias a estos estudios se origino la division de procariontes en dos grupos: Eubacteria y
Arqueobacteria. Es desde su propuesta cuando el andlisis 16S ha sido utilizado para establecer
relaciones filogenéticas, causando impacto en la perspectiva de la evolucidn y, como consecuencia,
en la clasificacidn e identificacion de bacterias (Rodicio & Mendoza, 2004).

Conforme el paso del tiempo y dando entrada a nuevas investigaciones, se ha utilizado la
secuenciacion del gen ARNr 16S por ser una region conservada y establecer una relacién
filogenética entre las bacterias (Rodicio & Mendoza, 2004) incluso en perfiles fenotipicos que han
variado a través del tiempo (Teran Salazar, 2024).

En la aplicacion de estas metodologias y con ayuda de bases bioinformaticas como el NCBI,
comparando las secuencias de una region, se ha logrado obtener una mayor especificidad en
géneros y especies de bacterias. Aunque esta técnica molecular ha sido de gran aporte como
complemento en estudios de filogenética y taxonomia, no ha sido explotada lo suficiente (Teran
Salazar, 2024).

5.2.2. Metodologia de la identificacion por 16S ribosomal

Esta secuencia presenta caracteristicas, por las cuales Woo la consideraba cronometro molecular
definitivo (Woo et al., 2008), como su presencia en todas las bacterias actuales, siendo asi una

diana universal para identificacién bacteriana. Su funcién ha permanecido constante junto con su
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estructura durante un tiempo prolongado. Su tamafio largo (de 1500 nucle6tidos) minimiza

fluctuaciones estadisticas (Teran Salazar, 2024).

Este metodo molecular de identificacion mediante la secuencia ADNr 16S consta de 3 etapas:

amplificacion del gen, determinacién de la secuencia de nucleétidos del amplicon, y su analisis

(Rodicio & Mendoza, 2004).

Su amplificacion se da en un termociclador por medio de PCR, se utiliza de sustrato al
ADN purificado a partir de un cultivo puro del microorganismo a identificar. También
la amplificacion puede obtenerse a partir de la colonia aislada o del cultivo liquido. Se
utilizan protocolos generales para la extraccion de ADN bacteriano. Cuando buscamos
amplificar el ADNr 16S completo se utilizan iniciadores disefiados con base a
secuencias ya conservadas cerca de los extremos 5’ y 3” del gen. Sin embargo, se ha
descubierto que para que una identificacion sea precisa no es necesaria una
amplificacion y posteriormente secuenciacion del ADNr 16S completo. En estas
circunstancias se utilizan oligonucleétidos que permiten laamplificacion de fragmentos
de menor tamano, de preferencia los 500 pares de bases al extremo 5’ del gen. De
cualquier manera, se recomienda comprobar mediante electroforesis la presencia del
fragmento, amplicdn, del tamafio necesario (Rodicio & Mendoza, 2004).

En la determinacidn de la secuencia se realizan reacciones de secuenciacion y analisis

de los productos obtenidos por electroforesis. Se utiliza la secuenciacion ciclica que
utiliza un iniciador Unico por reaccion y terminadores que interrumpiran la sintesis de
forma aleatoria, lo cual facilitara la deteccion de fragmentos interrumpidos
posteriormente. Se generan alrededor de 500 a 900 bases en un secuenciador

automatico dependiendo del capilar utilizado en la electroforesis. es por ello por lo que
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para la obtencion de la secuencia definitiva se requiere de electroferogramas y la
alineacion de la cadena forward con la reverse (Rodicio & Mendoza, 2004).

iii. Durante el analisis de la secuencia se compara la secuencia con las secuencias de la

base de datos, una de las mas accesibles es NCBI (Rodicio & Mendoza, 2004).

También ha surgido una plataforma comercial llamada PLEX-ID (Abbott) que basa su
metodologia en el analisis directo y la identificacion de microorganismos sobre muestras. Se ha
tenido buenos resultados utilizando esta técnica incluso en bacteriemias polimicrobianas. Podria
utilizarse como método cuantitativo (Bou et al., 2011).

Como se muestra en la Figura 3., el proceso de identificacién bacteriana empieza desde el
aislamiento de la muestra, extrayendo el ADN que queremos trabajar, se procede a agregar los
reactivos necesarios para la amplificacién, se amplifica, se analiza y se procede a hacer un arbol

filogenético.
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Figura 3. Identificacion bacteriana mediante ARNr 168S.
Fuente: Rodicio & Mendoza, 2004.

5.2.3. Secuencias alternativas para la identificacion

Ningin gen como ARNr 16S ha mostrado una amplia aplicacién en la mayoria de los grupos
taxonomicos. Si lo que deseamos es identificar una bacteria desconocida sin un conocimiento
previo, el ARNr 16S es la mejor opcion. Se considera que este gen es de los mas certeros, sélidos
y reproducibles, resolviendo el 90% aproximadamente de las identificaciones (Rodicio &
Mendoza, 2004).

5.2.3.1. REI 16S 23S
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La region espaciadora intergénica, también conocida como REI, de los genes 16S y 23S también
han sido utilizado con fines de identificacion. Consta de 660 nucleétidos. Tiene variacion dentro
de varias especies y cepas de micoplasmas a diferencia del gen ARNr 16S (Chaidez Ibarra, 2024).
El gen 23S ha sido utilizado en la deteccion de resistencia de agentes antimicrobianos que se
asocian a mutaciones en una posicion especifica. Estas secuencias se distribuyen alternando
segmentos altamente conservados y variables en el locus del gen. Es por esto, que este gen podria
ser utilizado como una estrategia nueva de identificacion de diversos géneros de bacterias por su
capacidad de discriminar a través de la secuenciacion (Chaidez Ibarra, 2024).

5.2.3.2. Gen rpoB

Se utiliza mayormente en géneros Mycobacterium, como Mycobacterium tuberculosis sensu
stricto causante de la tuberculosis. Este gen es altamente polimdrfico, y sus mutaciones varian
significativamente en cuanto al linaje microbiano (Orjuela Rodriguez Marcela, 2023).

Este gen codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa, surge como un gen candidato al analisis
filogenético e identificacion de las bacterias estudiadas en aislamientos con una relacién estrecha.
Ha contribuido a refinar el analisis de bacterias, permitiendo el seguimiento de las mutaciones
asociadas a la resistencia a la rifampicina. Esta secuencia tiene una eficiencia en el valor de
hibridacion ADN-ARN y en la identidad media de nucleétidos cuando se han relacionado
taxondmicamente. Recientemente, se han desarrollado técnicas de identificacion que van dirigidas
al fragmento entre las posiciones 2300 y 3300 del gen rpoB, por los que se espera una alta utilidad
en su uso para el descubrimiento de nuevas especies de bacterias (Bou et al., 2011).

5.3. Caracteristicas morfoldgicas y microbiologia

Los microorganismos forman parte esencial de la vida en el planeta. Para tener comprension sobre

la funcion de los microorganismos en los nichos especificos es necesario identificar y cuantificar.
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Detectar estos microorganismos permite conocer sobre la diversidad de la poblacién en la muestra
analizada. Ademas, este conocimiento puede resultar en la explotacion de cepas o de metabolitos
microbianos en procesos de biotecnologia.

Al querer analizar una especie, es necesario saber el contexto ambiental en el que se encuentra,
refiriéndose a que hay especies que coexisten en lugar y tiempo (consorcio). El crecimiento celular
forma poblaciones, las cuales al estar metabolicamente relacionadas van a denominarse gremios,
y su conjunto de ellas forman comunidades microbianas. Por lo tanto, las comunidades
microbianas son poblaciones de células de diversas especies que interactian entre si, desarrollando
actividades funcionales tanto para el interior de la comunidad como para su hospedero (De la Cruz
Leyva & Zamudio Maya, 2014).

El analisis de estas comunidades nos permite saber sobre las funciones positivas o negativas de las
poblaciones que la conforman.

La identificacion y caracterizacion de cepas que se asocian a un cultivo son el primer paso para el
estudio de estas mismas. Asignar nombres a las bacterias tiene como fundamento la taxonomia,
ciencia que clasifica biol6gicamente y agrupa a los microorganismos segun sus afinidades. Se
utilizan caracteres como la morfologia, fisiologia, biologia molecular, genética, entre otros.
Principalmente se utilizan dos esquemas de clasificacion: la fenotipica, en donde se toman en
cuenta las caracteristicas observables, y la filogenética, en donde tomamos en cuenta la relacion
evolutiva ancestral (Gobernado & Lopez-Hontangas, 2003).

Los caracteres tomados en cuenta para la caracterizacion fenotipica abordan desde el tamafio,
forma, elevacion, color margenes, textura, opacidad. Esto también se fundamenta en el
comportamiento de estas bacterias en los medios de cultivo (Gobernado & Lépez-Hontangas,

2003).
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Existen bacterias que bajo condiciones son capaces de tener pigmentos que caracterizan su
especia, género o familia. En general las especies del género Bacillus no contienen pigmentos.
Algunas cepas color rosa, amarillo, naranja, café o negro suelen ser asociadas con B. Subtilis.
Estos pigmentos suelen ser consecuencia de presencia de melaninas, las cuales dan pigmentos
cafés y negros. En medios de cultivos especificos suele haber incluso hasta 5 pigmentos diferentes
no relacionados con la melanina, sino con la oxidacion del manganeso (Gémez Martin, 2007).
5.3.1. Morfologia

Las caracteristicas morfologicas de una colonia de bacterias van a depender del medio de cultivo
en el que se desarrollen, pero también de factores ambientales y factores genéticos (Fernandez
Olmos et al., 2010).

Su forma puede ser circular (Staphylococcus), filamentosa o irregular (Bacillus). Sus bordes se
clasifican en ondulados (Bacillus), lisos (E. Coli, Proteus vulgaris), o filamentosos (Yersinia
pestis). La colonia puede presentar elevacion plana, convexa, umbilicada (S. pneumoniae). Pueden
tornarse de color verde (P. aeruginosa), amarillo (S. aureus), gris (N. meningitidis) (Caycedo
Lozano et al., 2021).

En la Figura 4. se muestran algunos datos a considerar para la identificacion morfoldgica de las

colonias de bacterias que aislamos en medios de cultivos solidos.
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Figura 4. Morfologia de las colonias en placas de agar.
Fuente: Ramirez Munguia, 2017

5.3.2. Medios de cultivo

El gran avance en el campo de la microbiologia se debe a la observacion de organismos
macroscopicos que ocurren, los cuales se dan por microorganismos. Para descifrar estos
microorganismos se ha ido descubriendo la optimizacién de condiciones para el cultivo de estos.
Louis Pasteur en 1860 creo el primer medio de cultivo artificial liquido, resaltando la importancia
de los nutrientes necesarios, los cuales debian ser provistos por este medio para su aislamiento.
Sin embargo, Koch desarrollé el primer medio de cultivo solido, en donde se lograba observar el
crecimiento bacteriano (Gomez Martin, 2007).

El agar es el principal agente gelificante utilizado en medios de cultivo sélidos. Sin embargo,

debemos tener en cuenta que algunas bacterias no crecen debido a su sensibilidad al oxigeno.
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Los medios de cultivo deben de tener una serie de condiciones para que las bacterias puedan
permanecer vivas y continden su desarrollo, esto se resume a: agua, una fuente de carbono y de
nitrogeno, y algunas sales minerales.

Existen diversos tipos de medio. Aquellos que permiten que una gran variedad de
microorganismos crezca son conocidos como medios generales. Los medios que favorecen el
crecimiento de determinados microorganismos sin inhibir el crecimiento de los demas, son
conocidos como medios de enriquecimiento. Los medios selectivos inhiben el crecimiento de
los demas microorganismos y se centra en el crecimiento de un microorganismo determinado. Y
los medios diferenciales son los que se agregan propiedades de un determinado microorganismo

(Garboza et al., 2011). En la Figura 5. podemos analizar las etapas de un crecimiento bacteriano.

CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO
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TIEMPO DE INCUBACION

Figura 5 Curva de crecimiento bacteriano.

Fuente: Caycedo Lozano et al., 2021.
5.3.1.1. Medio LB.
Conocido como medio Luria-Bertani, o caldo de Lisogenia (Garboza et al., 2011). Fue creado por
Giuseppe Bertani. Contiene extracto de levadura que proporcionaran los nutrientes necesarios para
que los microorganismos tengan un desarrollo 6ptimo. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio
osmatico. También tiene triptona que es usada para proporcionar aminoacidos esenciales, como
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péptidos o peptonas, a las bacterias que estan en desarrollo. De igual manera contiene dextrosa,
siendo esta una fuente de carbohidratos para obtener la energia y proporcionar el crecimiento de
organismos aerobicos y de organismos anaerobicos.

Es el medio mas utilizado para cultivar bacterias como E. Coli y otras especies por su alta presencia
en nutrientes que permite en crecimiento de un gran nimero de cepas variadas (Garboza et al.,
2011). Se utiliza ampliamente en areas de microbiologia molecular para preparar DNA plasmidico
y proteinas recombinantes.

Es uno de los medios mas comunes para mantener y cultivar cepas recombinantes de E. Coli,
Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa (Macwilliams & Liao, 2016).

5.3.1.2. Medio R2A.

Fue desarrollado por Reasoner y Geldreich para el cultivo de bacterias provenientes de aguas
tratadas. Es un medio que contiene bajas cantidades de nutrientes que, al asociarse a temperaturas
bajas, beneficia la recuperacion de bacterias estresadas y bacterias con tolerancia al cloro
(Pseudomonas, E. Coli, B. Subtilis, S. Aureus, etc.). Al ser un medio de cultivo minimamente
nutritivo, se obtienen colonias de un tamafio menor (Garboza et al., 2011).

Contiene peptona proteasa e hidrolizado de caseina que brindan nitrégeno, vitaminas, minerales y
aminoacidos para el crecimiento. Contiene dextrosa como carbohidrato fermentable, almidén para
absorber productos toxicos metabdlicos y piruvato de sodio para la recuperacion de células
estresadas. Para equilibrar el pH se utiliza el fosfato dipotasico (NOM-201-SSA1-2015).

Este medio es recomendado para aislar bacterias heterétrofas aerdbicas y facultativas: Estafilococo
aureo, E. Coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis (Cherwell,
2020).

5.3.1.3 Medio TSA
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El agar de triptona y soya estd compuesto de triptona, peptona de soya, cloruro de sodio y agar.
Tiene un alto contenido nutritivo perfecto para microorganismos demandantes 0 no demandantes.
El medio por si solo es util para cultivas cepas puras y mantenerlas viables, sin embargo, al
combinarse con antibidticos resulta util para aislar microorganismos anaerobios facultativos. Es
utilizado en el diagnostico de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes.

Para un buen desarrollo de bacterias son necesarios los aportes energéticos como los aminoacidos,
las vitaminas, bases pdricas y las bases pirimidinas. De tal forma, la triptona y la peptona de soya
van a brindar estos nutrientes permitiendo un desarrollo pleno. Por otra parte, al agregar
antibidticos, se convierte en un medio selectivo. Al agregarle extracto de levadura favorece el
aislamiento de bacterias del género Listeria, mientras que al agregar cistina telurito es ideal para
Corynebacterium diphteriae (Ochoa Agudelo & Osorio Tobdn, 2024).

En este medio tienden a crecer especies exigentes como Brucella, Corynebacterium, Listeria,
Neisseria y Vibrio (Caycedo Lozano et al., 2021).

5.3.1.4. Agar nutritivo

Se usa para el analisis de alimentos, aguas, entre otros procedimientos sanitarios. Es un medio de
cultivo no selectivo en donde la pleuripeptona y el extracto de carne se consideran la fuente de
carbono, de nitrégeno y contribuyen a dar nutrientes para un buen desarrollo de las bacterias. Al
igual que en los medios anteriores, el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico. Se utiliza
agar como agente solidificante. Para microorganismos exigentes de nutrientes se puede
suplementar con sangre ovina desfibrinada esterilizada (Rodriguez et al., 2024).

Este tipo de medio es adecuado para el crecimiento de Salmonella, Pseudomonas, E. Coli,

Yersinia, Shingella (Biokar, 2022).
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En la Figura 6. se observa de forma general la preparacion de un medio de cultivo para tubos de

ensayo Yy cajas Petri.
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Figura 6. Preparacion de medio de cultivo.
Fuente: Garboza et al., 2011.

5.4. Larrea tridentata (gobernadora)

5.4.1. Caracteristicas botanicas

Larrea tridentata es un arbusto perenne perteneciente a la familia Zygophyllaceae. Llega a medir
de 1 a 3 metros de altura, es ramificado y nudoso. Tiene hojas brillantes que son opuestas con dos

foliolos asimétricos de 1cm. Sus hojas presentan una capa gruesa de resina secretada por una

24



epidermis glandular de estipulas. Presenta un tallo lefioso, inerme y nudoso. Tiene flores completas
solitarias en las zonas axilares con cinco pétalos amarillos. Tiene un fruto en forma ovoide con
pelos blancos, sedoso, que se torna café-rojizo con el paso del tiempo. Su semilla es cafée-negra,
curveadas. Embrion en los cotiledones. Su raiz presenta sistema radical superficial de poca
profundidad, llega a alcanzar gran distancia ocupando casi el total de espacio entre un arbusto y
otro (Arteaga et al., 2005).

5.4.2. Distribucién

Su distribucidn es abundante al norte de México y sur de Estados Unidos de América, abarcando
estados de Baja California, Baja California Sur, Coahuila, Chihuahua, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Nuevo Leon, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Zacatecas
(Arteaga et al., 2005), presente principalmente en zonas aridas y semidaridas. En la Figura 7. se
observa la distribucién geogréafica de la gobernadora al norte de México y sur de Estados Unidos

de América.

Figura 7. Distribucion natural de la gobernadora (Larrea tridentata).

5.4.3. Importancia ecoldgica
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La gobernadora es considerada el componente principal de la vegetacidn arida y semiarida del pais
(Arteaga et al., 2005). Tiene un potencial como producto de control de enfermedades en los
cultivos que podria utilizarse en lugares donde abunda, cuidando no dafiar las poblaciones de la
planta. En la actualidad se esta estudiando cdmo utilizarla para implementar agroquimicos con
menos repercusiones al medio ambiente (Rivera-Escarefio et al., 2024).

Una de las propiedades destacables de la gobernadora es su actividad antimicrobiana, la cual se ha
evaluado contra patdgenos y fitopatdgenos (Arteaga et al., 2005).

Presenta un efecto neto en el desplazamiento de otras especies, lo que impide la diversificacion de
la flora en donde se desarrolla. Tiene compuestos quimicos en sus hojas que sirve como una
estrategia anti herbivoros. Demanda suelos con drenaje que permitan la presencia de oxigeno para
sus raices. Resiste las sequias y tolera suelos arenosos, calizos y con baja concentracion de fosforo
(Arteaga et al., 2005).

5.4.4. Importancia econdmica

Esta planta tiene un papel importante dentro de la medicina tradicional para el tratamiento
relacionado con el estémago, rifiones, vesicula, presenta propiedades antimicrobianas y se ha
llegado a utilizar para evitar infecciones y favorecer cicatrizaciones (Aranda Ledesma et al., 2024).
Contiene compuestos antioxidantes fendlicos como la NDGA (Nordihidroguaiaretico), el cual en
exceso produce efectos contraproducentes hepaticos y renales (Raisuddin et al., 2011).

En cuanto a plantacion comercial, se han concretado policultivos comerciales en USA para la
produccion de aceites, polifenoles solubles, Guta, hules, fibra para papel, xilosa, alcohol

combustible, suplementos alimenticios de alta proteina, entre otros (Rivera-Escarefio et al., 2024).
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Ha sido utilizada en multiples estudios por la amplia variedad que tienen sus extractos, como, por
ejemplo: anticancerigenos, antivirales, antimicrobianos, tiene efectos positivos cardiovasculares y
anti neurodegenerativos (Dominguez Chavarria, 2024).

5.4.5. Mecanismos de adaptacién

De manera natural crece de forma separada y con las ramas abiertas. En cultivo crece con follaje
mas denso. Tiene una adaptacion excelente para sobrevivir en el desierto por su metabolismo CAM
(fijan el O2 en la noche para disminuir la perdida de agua en el dia). Estas adaptaciones son gracias
a su alta tolerancia protoplasmica a la desecacion y a altas temperaturas (Arteaga et al., 2005).
Podemos observar en la Figura 8. la gobernadora en estado silvestre creciendo en condiciones

aridas y en suelos escasos de agua.

Figura 8. Larrea tridentata en estado silvestre.

Fuente: Rivera-Escarefio et al., 2024.
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VI. MATERIALESY METODOS
6.1. Sitio de muestreo
Se obtuvo una muestra de gobernadora a 1.57 km de distancia de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, en Saltillo Coahuila (Coordenadas: 25.3551283,-101.0481053). Se muestran en la

Figura 9.

Fuente: https://www.google.com.mx/map

La muestra fue almacenada a 4 °C durante un periodo de 24 horas antes de su procesamiento.

6.2. Preparacion de medio de cultivo

Se trabajo con los medios: Agar nutritivo, LB, R2A y R2A Agar + NaCl 1.5%. De acuerdo con
protocolos de elaboracién (Tabla 1), se tomaron las medidas correspondientes para elaborar el
medio pesando los reactivos en la balanza analitica y midiendo el agua destilada en probetas,
vaciandose en frascos para su mezcla y esterilizacion en la autoclave a 121 °C aproximadamente

durante 20 minutos aproximadamente

28


http://www.google.com.mx/map

Tabla 1. Pardmetros de preparacion de medios de cultivo utilizados

Medio de cultivo Parametros paral L
Agar LB 20g de medio LB +15g de Agar
Agar nutritivo 23g de Agar Nutritivo
R2A 18.2g de R2A
R2A + NaCl 1.5% 18.2g de R2A+ 15¢g de NaCl

Después de la esterilizacion el medio fue vaciado en las cajas Petri de polipropileno estéril, en una
campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Se dejo gelificar 15 minutos
aproximadamente y posterior a eso se sellaron.
6.3. Obtencidn de endofitas a partir de las raices de Larrea tridentata
Se realizo el aislamiento de enddfitas utilizando las soluciones de Etanol al 70% y NaCl al 2%. En
la Figura 10 se observa de manera general el proceso de extraccion.
i.  Seesterilizaron las raices en solucién de etanol al 70% agitandolas por 30 segundos.

ii.  Se pasoé a la solucion de NaCl 2% agitandose por 5 minutos.

iii.  Seenjuago la raiz con agua destilada estéril.

iv.  Se macerd la raiz junto con solucion salina al 0.8%.

(Bokhari et al., 2019).
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Figura 10. Proceso de extraccion de enddfitas.

A partir del producto macerado, se tom6 un volumen de 1 mL. Se realizaron diluciones seriadas
partiendo de la dilucion inicial tomando 100 uL diluyéndolos en 900 uL, asi hasta 103. Se
sembraron todas las diluciones (incluyendo la 0) con perlas de vidrio en los medios
correspondientes, sembrando 2 repeticiones de cada medio y dilucion.

6.4. Aislamiento de enddfitas de Larrea tridentata.

En condiciones de esterilidad se realizaron diluciones seriadas de la 0 a la 10-3 a partir del producto
macerado. Se diluyeron 100 pL en 900 pL de agua ultrapura estéril obteniendo un volumen de 1
mL. Se sembraron todas las diluciones (incluyendo la 0) con perlas en los medios correspondientes,
sembrando 2 repeticiones de cada medio y dilucién.

En la Figura 11. se explica de manera general el proceso de diluciones seriadas.
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Figura 11. Proceso de las diluciones seriadas.

Se sellaron dentro de la campana para evitar contaminacion. Se incubaron en una camara climatica
Ecoshel modelo CH-250 a 27°C de 24 a 36 horas.

6.5. Criopreservacion de las colonias aisladas

Utilizamos esta técnica de conservacion bioldgica para poder mantener viables las colonias de
bacterias. Se crecieron las colonias en 700 pL de medio LB liquido por 24 horasy se mantuvieron
en agitacion a 600 rpm. En la campana de flujo laminar se extrajo directamente 200 ul de cultivo.
Se le agregaron 200 pl de glicerina y se vortexearon para homogenizarse. Se incubaron en un
ultracongelador a una temperatura de -81°C. Posteriormente se sembro para confirmar la viabilidad
de las muestras.

6.6. Obtencién de ADN bacteriano por HotSHOT

Para simplificar la extraccion de ADN gendmico, se realizo la técnica de HotSHOT. Para lo cual,
se pico la colonia directamente de la placa y se diluy6 en 20 ul de agua ultrapura estéril en un tubo
microtubo estéril de 1.5 mL, después se tomaron 10 pl de esa dilucidon y se pasd a un microtubo
estéril de 200 pL. Se utilizo solucion de lisis alcalina (Tabla 2.) agregando 50pul al tubo con la
colonia diluida y se incub6 en un termociclador a 95°C de 30 minutos a 1 hora. Al salir del
termociclador, agregar 50ul de solucion de neutralizacion (Tabla 2.). Mantener a 4°C.
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Tabla 2. Parametros para la solucion de Lisis Alcalina y Solucion de Neutralizacion.

Componentes Volumen Volumen final
.. . NaOH 100mM 1.25 mL
Lisis Alcalina
EDTA 10mM 0.1mL  5mL aforado con H20 ultrapura estéril
Solucién de Tris-HCI 0.0315¢
neutralizacion H20 ultrapura estéril 5 mL 5 mL

6.6.1. Amplificacion de fragmentos 16s ribosomal

Para amplificar los fragmentos 16s ribosomal, se realiz6 reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (Tabla 4.), para lo cual se diluy6 1:10 el producto de HotSHOT en agua libre ultrapura
estéril. Se utilizaron los cebadores 27F y 1429F (Tabla 3.) y la mezcla comercial GoTag® Green
Master Mix de Promega (Cat:M712). En la tabla 5 se muestran las condiciones de la amplificacion
utilizadas en los respectivos cebadores utilizados.

Tabla 3. Secuencia de los cebadores 27F y 1429F (Campos et al., 2018).

Nombre Secuencia ™
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' 60°C
1429R 5-GTTTACCTTGTTACGACTTS3-3 52°C
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Tabla 4. Componentes de la reaccion de PCR.

Componentes Volumen
ADN 1ul
H20 2 1L
Primer Forward (10 uM) 1uL
Primer Reverse (10 uM) 1uL
2x PCR Master Mix 5uL
Volumen final 10 nL.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion para los cebadores 27F Y 1429R.

Pasos Tempoeéatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 30 seg

Alineamiento 56 30 seg 35 ciclos
Extension 72 30 seg
Extension 72 10 min 1 ciclo
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6.6.2. Electroforesis de los productos de PCR

Se utilizo como marcador de peso molecular de lkpb (kilo pares de bases), se cargaron 4 puL de

muestra con 2 ulL de buffer de cargay se corrio en un gel de electroforesis al 0.8% de concentracion

a 80V.

6.7. Secuenciacion y analisis de las secuencias

Un total de 11 productos de PCR fueron enviados para su secuenciacion en el Laboratorio de

Servicios Gendmicos del CINVESTAYV del Instituto Politécnico Nacional, se secuenciaron

bidireccionalmente con los cebadores 1429R y 27F. Las muestras enviadas a secuenciar se

obtuvieron a partir de los medios LB, Agar Nutritivo, R2ZA'y R2A con NaCl al 1.5%.

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas en el software SnapGene (SnapGene |
Software Para La Biologia Molecular Cotidiana, 2025).

Para el alineamiento de las secuencias se utilizé el programa MAFFT (MAFFT - Un
Programa de Alineamiento de Secuencias Multiples, 2025) que nos permite alinear varias
secuencias ajustando la direccion de secuencias de nucleétidos de acuerdo con la primera
secuencia para una mejor precision. Nos arrojara los resultados en formato CLUSTAL.
Los alineamientos fueron descargados formato FASTA, el cual se utiliz6 en el programa
EMBOSS Cons (EMBOSS Cons < EMBL-EBI, 2025) para obtener una secuencia consenso
(secuencia construida a partir de la union de las 2 primeras secuencias utilizadas).

La secuencia consenso fue alienada por medio de la herramienta BLAST en el NCBI
(BLAST: Herramienta Basica de Busqueda de Alineacion Local, 2025). Utilizando la
herramienta de alineacion de nucle6tidos se pego la secuencia consenso. Se tomd en cuenta
el Porcentaje de ldentificacion (>99%), Longitud de la accesion, Query Cover

(porcentaje de alineamiento entre las secuencias), E. Value (nimero de coincidencias,
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entre mas bajo mejor coincidencia) y la Accession (nimero de acceso que identifica el

registro de alguna secuencia de manera Unica).
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Figura 12. Diagrama de flujo general del analisis bioinformatico.
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VIl. RESULTADOSY DISCUSION
7.1. Aislamiento, cultivo bacteriano y morfologia de las colonias
A las 24 horas despues de la siembra, se obtuvieron multiples colonias con caracteristicas
morfoldgicas variables entre si, lo cual sugiere presencia de distintos tipos de bacterias. En la Tabla
6 se observa el numero de colonias obtenidas en cada medio de cultivo, asi como los grupos
morfoldgicos.

Tabla 6. Biodiversidad de las bacterias.

DILUCIONES TOTAL # DE
MEDIO 0 -1 -2 -3 TOTAL GRUPOS MORFOLOGICOS
LB 7 2 0 0 9 2
Agar
46 6 0 0 52 5
Nutritivo
R2A 36 6 0 0 42 1
R2A + NaCl 8 0 0 0 8 2

TOTAL 97 14 0 0

Las colonias mostraron una diversidad en cuanto a los bordes, el color, la forma y la opacidad. En

la Tabla 7 se muestran las morfologias caracteristicas.

36



Tabla 7. Caracteristicas visibles de las colonias seleccionadas.

Medio de MORFOLOGIA
COLONIA
cultivo color forma margen opacidad
EAL beige circular liso opaca
EA4 beige irregular ondulado opaca
Agar Nutritivo EA5 blanco circular liso opaca
EA7 beige circular liso semi traslucida
EA12 blanco irregular ondulado semi traslucida
EL1 beige circular liso opaca
LB con Agar
EL2 blanco circular liso semi traslucida
EN2 -
R2A + NaCl
EN3 blanco  irregular lobulado semi traslucida
1.5%
EN5S blanco circular liso opaca
R2A ER2 blanco  irregular ondulado translucida

7.2. Extraccion de ADN por método de HotSHOT, amplificacion del ADN vy visualizacion del
gel de agarosa.

El método HotSHOT (Hot Sodium Hydroxide and Tris) se ha utilizado por su rapidez, su
accesibilidad en precio y que puede llevarse a cabo en placas de 96 pocillos, lo cual lo hace apto
si buscamos un genotipado de alto rendimiento. Se ha comparado en otros experimentos el ADN
de HotSHOT con otros ADN preparado con diferentes métodos y se ha confirmado que el método

HotSHOT producia los productos de PCR més limpios. Se ha analizado que 26 de 1079 reacciones
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han fallado con ADN preparado con métodos tradicionales, mientras que el ADN HotSHOT solo
9 de 1011 fallaron (Truett et al., 2000).

En trabajos previos se ha documentado el uso de esta técnica para extraer ADN de las comunidades
microbianas endofitas de plantas para poder garantizar muestras libres de contaminacion por
microorganismos presentes en las epifitas (Ruiz-Pérez & Zambrano, 2017).

Auln con la accesibilidad de esta técnica, su bajo costo y su rapido procedimiento, presenta
desventajas como almacenamiento limitado (se llega a degradar el ADN después de cierto tiempo
de almacenamiento) y ciertas impurezas en el ADN que pueden perjudicar la secuenciacion (Truett
etal., 2000).

En este estudio la extraccion de ADN por medio de esta técnica permitio obtener ADN total de las
muestras procesadas. En la Figura 13 se observan los resultados de la PCR utilizando los cebadores
1429R y 27F. Estos cebadores son de uso universal principalmente en estudios de genética
microbiana amplificando regiones del gen 16S RNAr. Son de aproximadamente 1400 pares de
bases, lo cual cubre casi toda la longitud del gen 16S RNAr. Se utilizan en la filogenia e

identificacion bacteriana, secuencia Sanger y PCR convencional (Frank et al., 2008).
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Las bandas presentaron un tamafio aproximado de 1,400 a 1,500 pares de bases utilizando como
referencia el marcador de peso molecular de 1 kpb. No se observaron bandas multiples en los

productos por lo que se sugiere que hubo una buena extraccion de ADN.

FAl EA4 EA5 EA7 FAI? FrL1 EL2 EN2 EN3 ENS ER2 3,000
[ o 2,000

o e P o d o By oo
1,000

Figura 13. Amplificacion de ADN.

Se ha mostrado una consistencia en el tamafio de bandas en diferentes estudios previos de bacterias
endofitas, en donde se identifican cepas de enddfitas como S. maltophilia, B. subtilis y P.
aeruginosa las cuales mostraron tamafios de 1500 a 2000 pb (Selim & Essa, 2016).También se ha
mencionado el tamafio de ese amplicon en cepas identificadas de Bacillus tequilensis y Bacillus

subtilis presentando un tamario consistente de 1400 a 1600 pb (Inggraini et al., 2021).
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7.3. Andlisis bioinformatico de las secuencias 16S

7.3.1. Visualizacion y edicion de secuencias en SnapGene

G TGG cceCGgaeCge T TAG TABGTTGBGGTGAGEGEGT GGCT

Figura 14. Secuencias mostradas en SnapGene.

En la Figura 14. se puede observar un ejemplo de secuencias extraidas (A. Secuencia Forward de
bacteria EN3. B. Secuencia Reverse de bacteria EA12) a partir de SnapGene. Buscamos
fragmentos relativamente limpios y sin empalme para poder tener un mejor resultado a la hora de
alinear las secuencias en MAFFT.

7.3.2. Alineamiento multiple en MAFFT y creacion de secuencia consenso en EMBOSS Cons
Se obtuvieron las secuencias consenso de cada una de las bacterias por medio de alineamientos
multiples. Esto nos permitid alinear las secuencias con base en los fragmentos coincidentes entre
las dos secuencias resultantes (se secuencié bidireccionalmente con los cebadores 1429R y 27F),
la secuencia consenso construida con base a cada alineamiento resulto en fragmentos de alrededor
de 1400 pb, lo cual coincide con la literatura previamente publicada.

40



7.3.3. Andlisis de alineamientos en BLAST e investigacion taxondmica en NCBI.

En la Tabla 8. se muestran las bacterias identificadas junto con los pardmetros tomados en cuenta
para la identificacion de los microorganismos. Las secuencias coincidieron con bacterias de los
géneros Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium lo cual nos permitié una identificacién confiable
basada en el mayor porcentaje de identidad obtenido de cada una.

En especiesy generos identificados con la ayuda del gen 16S se ha tomado en cuenta un porcentaje
de identidad mayor a >95% y/o >98,75% (Beye et al., 2018).

Tabla 8. Microorganismos identificados en la base de datos del NCBI.

QUERY E PER. ACC.

COLONIA GENERO ESPECIE COVER VALUE IDENT LENG ACCESSION

EAl Peribacillus  frigoritolerans 100% 0 99.30% 1368 MT320254.1
EA4 Bacillus - 100% 0 96.36% 1413 MT357197.1
EA5 Metabacillus idriensis 100% 0 99.77% 1410 PP053280.1
EA7 Sinorhizobium meliloti 91% 0 93.72% 1406 J0Q666188.1
EA12 Bacillus subtilis 99% 0 97.20% 4391522 CP120587.1
EL1 Neobacillus niacini 91% 0 95.37% 1457  MWA487425.1
EL2 Staphylococcus  epidermis 100% 0 99.21% 1372 CP090912.1
EN2 Streptomyces erumpens 99% 0 97.65% 9011975 EU741210.1
EN3 Bacillus mojavensis 100% 0 99.71% 1423 KJ756335.1
EN5 Streptomyces erumpens 100% 0 99.53% 1497 NR 114917.1
ER2 Metabacillus idriensis 93% 0 95.66% 1442 MF581437.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT320254.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GX6TT02V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT357197.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GX8B56CC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP053280.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXBMY339013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ666188.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXCJPR40016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP120587.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXE0MRBF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW487425.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXPVABWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM247310.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXRU60T3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU741210.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=1AS5CDRD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114917.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXTF507M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF581437.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=GXTYN9MC013

7.4. Bacterias identificadas

7.4.1. Peribacillus frigoritolerans

Es una bacteria grampositiva. Tiene numerosos beneficios en las plantas en donde promueven el
crecimiento y las ayudan a protegerse contra las plagas y enfermedades. En animales
(principalmente gatos, caballos y ovejas) se ha probado que protege contra la infeccion letal por S.
aureus (Zhou et al., 2025).

Ya ha sido identificada como una bacteria endofita en diversas plantas, como la cepa Q2H1 que
ha sido aislada de la papa (raices) que presenta genes relacionados con promover el crecimiento
vegetal, la sintesis del AIA en el metabolismo del triptéfano, fijacion de nitrégeno, entre otros
(Wang et al., 2022).

En cuanto a los beneficios de la aplicacién en la agronomia, se ha encontrado un estudio donde
buscan probar el efecto de P. frigoritolerans en el crecimiento de hojas de canola. Contribuye a
solubilizar fosforo, producir fitohormonas como AIA (acido indolacético) y en la fijacion de
nitrégeno (Swiatczak et al., 2023).

7.4.2. Metabacillus idriensis

Es una bacteria grampositiva. Se ha estudiado su produccion de carotenoides con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas.

En la planta Dodonaea viscosa actia como productor de amoniaco, cianuro de hidrogeno y
solubilizacion del fosfato. Aumenta las longitudes de raices de la misma planta. (Adeleke et al.,
2021).

En la industria textil se ha utilizado como tinte amarillo para prendas gracias a la produccion de
carotenoides, el cual al ser extraido se usa para producir este color de tinte.

Hasta el momento no existen estudios cientificos que la cataloguen como endofita.
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7.4.3. Sinorhizobium meliloti

Actualmente conocida como Ensifer meliloti es una bacteria gramnegativa utilizada en la
agricultura para aumentar fertilidad del suelo, ayuda a convertir nitrégeno atmosférico en
nitrégeno amoniacal que utiliza la planta, establece una interaccion con leguminosas de forma
simbidtica formando nodulos en sus raices. En Medicago sativa se ha encontrado principalmente
este micro simbionte. También sirven para aumentar la biomasa de las plantas a través de
produccién de sider6foros y de la produccion de fitohormonas (principalmente de acido
indolacético, que es una caracteristica resaltable en géneros Ensifer) (Toro Ipanaqué et al., 2020).
Sinorhizobium meliloti ha sido estudiada ampliamente gracias a su capacidad de simbiosis fijadora
de nitrégeno y secrecidn de flavinas en leguminosas. Los FL secretados por bacterias mejoran el
crecimiento de la col y lechuga, el rendimiento y los indices fisioldgicos (Ajeethan et al., 2023).
7.4.4. Bacillus subtilis

Esta bacteria se encuentra ampliamente en el ambiente. Se ha estudiado y utilizado esta bacteria
por ser muy beneficiosa para las plantas, entre los beneficios esta su efectividad en promover el
desarrollo y los inductores de resistencia a tipos de estrés en las plantas. Se utiliza principalmente
para disminuir el uso de fertilizantes quimicos que dafian los cultivos (Gonzalez-Leon et al., 2022).
En la cebolla actia como productor de AlA (acido indolacético), la sintesis de ACC (acido amino
ciclopropano carboxilo) para la maduracion del fruto y el crecimiento en ambientes estresantes.
También suprime el crecimiento de micelios de hongos patégenos (Adeleke et al., 2021).

Se ha reportado como una endofita en varias especies de cultivos, aisladas de raices, hojas, tallos
y semillas. Es segura para su uso en el desarrollo de productos fitosanitarios en la industria

alimentaria. Tiene la capacidad de inducir el crecimiento y el rendimiento del cultivo aun en
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condiciones de estrés. Regula la fotosintesis, la disminucion del dafio oxidativo y osmotico
causado por estres, y la regulacion de hormonas vegetales (Lubyanova et al., 2023).

7.4.5. Neobacillus niacini

Es una bacteria que forman esporas que puede presentar tincion gram variable. Debido a la
capacidad de metabolizar niacina forma parte un papel importante en el ciclo del nitrégeno y una
gran utilidad en la biotecnologia futura. Estudios recientes han reportado que se ha trabajado con
esta bacteria para la biosintesis de nanoparticulas de 6xido de plata eficientemente, esto gracias a
una cepa aislada de hojas de Lycium shawii (EI-Sapagh et al., 2024a).

Si ha sido identificada como una bacteria endofita. Se ha estudiado su cepa AUMC-B524 para su
sintesis de nanoparticulas antimicrobianas y anticancerigenas (El-Sapagh et al., 2024b).

7.4.6. Streptomyces rimosus

Se encuentra en el suelo y en ambientes acuaticos. Es conocido como el estreptomiceto mejor
caracterizado por su produccién de oxitetraciclina y antibioticos tetraciclinicos. Se usa en el
tratamiento de infecciones bacterianas.

Desde 1950 se ha aplicado el desarrollo de procedimientos in vitro de manipulacién genética de S.
rimosus al estudio de inestabilidad genética y a clonacién molecular y caracterizacion de genes
relacionados en la sintesis de oxitetraciclina (Petkovi¢ et al., 2006).

Ha sido identificada como endofita anteriormente en estudios donde hablan del control bioldgico
contra enfermedades fungicas en Salvia miltiorrhiza (Sa et al., 2022).

Este genero tiene dominancia en producir ivermectina, tetraciclina, estreptomicina, nistanina, entre
otras. Tienen un papel importante en la proteccion de plantas contra patdgenos gracias a sus
metabolitos secundarios (Chen et al., 2018).

7.4.7. Streptomyces erumpens
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Este género es ampliamente utilizado por sus capacidades antibidticas que han sido explotadas en
la industria farmacéutica. También se ha visto que tiene la capacidad de producir enzimas
industriales utilizadas para diversos propositos: como la enzima amilopululanasa (AP) la cual se
ha utilizado en industrias de procesos alimentarios y destileria, como la conversion de almidon en
azucares (Kar et al., 2012).

No hay estudios que avalen que es una enddfita, sin embargo, existen mas especies de este género
que han sido documentadas como enddfitas.

7.4.8. Staphylococcus epidermis

Bacteria grampositiva. Es la especie de Staphylococcus coagulasa negativa comdn en la epidermis
humana. En entornos como piel o0 mucosa suele ser inofensiva. Puede emerger como patdgeno en
pacientes masculinos con diagnostico de uretritis. Muestra resistencia nula o muy disminuida a
antibidticos como ciprofloxacina, norfloxacina, amikacina, gentamicina, amoxicilina, entre otras
(Cecilia Garcia-Marifio et al., 2023).

Aunque se conozca mas en el ambito medico como un patégeno presente en la microbiota humana,
si ha sido identificada como una endofita.

Se han aislado 54 cepas de las semillas del arroz, en las cuales 13 fueron identificadas como
enddfitas de la especie Staphylococcus, y a partir de ellas 4 fueron S. epidermis endéfitas del arroz
(Chaudhry & Patil, 2016).

Se han encontrado datos donde existe un aumento de defensa y resistencia inducida por la cepa de
la endofita en conjunto con B. tequilensis y B. siamensis. También se menciona regulacion positiva
de mecanismos en relacion con el estrés abiotico: metabolismo de grasas, hormonales y glicosil
inositol fosforilceramida (esta Gltima siendo un receptor de Na, el cual interviene en la entrada de

Ca en las plantas en condiciones de estrés salino) (Liang et al., 2024).
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7.4.9. Bacillus mojavensis

Se ha investigado ampliamente como una endofita que ayuda al control biologico. Por ejemplo, la
cepa UTF-33 se ha utilizado como inhibidor del hongo del arroz por su fuerte efecto
inhibidor(Zhang et al., 2023).

Tambien la cepa MTC-8 se ha estudiado por su significativo control hacia el afiublo del arroz,
Rhizoctonia solani, Ustilageinoidea virens y Bipolaria maydis En posteriores estudios se ha dado
a conocer que el mecanismo de esta cepa inhibe el compuesto aislado y demuestra la capacidad de
supresion de esporas, interrupcion de la integridad de la membrana celular e inducir la expresion
génica. En general tiene efectos muy beneficiosos sobre la inmunidad de las plantas, el
crecimiento, y la resistencia hacia este hongo (Ze et al., 2024).

En general, a pesar de haber utilizado el gen ARNr 16S como marcador molecular para la
identificacion bacteriana, el cual, ha sido utilizado anteriormente en diversas investigaciones
mostrando buenos resultados, se vieron dificultades que pudieron limitar la eficiencia de los
resultados. Un principal obstaculo fue la pureza de las secuencias obtenidas ademas de un tamafio
insuficiente para poder obtener una identificacion taxondémica precisa o esperada.

Aunque el gen ARNr 16S ha demostrado tener una alta eficacia y se ha utilizado ampliamente en
proyectos similares previos, es importante hacer énfasis en que no se exenta de limitantes como:
regiones conservadas que no permiten discriminar a nivel especie, la presencia de contaminacion
y la posible mezcla de ADN que puede afectar la calidad de éste.

Incluso articulos mencionan que la secuencia ARNr 16S no muestra una buena discriminacién a
nivel especie (Loong et al., 2016). También se combina con la desventaja de las bases de datos
(como el NCBI), en donde no se encuentran aun muchas referencias de bacterias identificadas

recientemente por lo que podria arrojar resultados de “especie no identificada”.
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VIII.  CONCLUSIONES
Las bacterias obtenidas a partir de las raices de L. tridentata, por medio de herramientas de
microbiologia y técnicas moleculares, coinciden en su mayoria al ser enddfitas. Esto nos sugiere
que las comunidades bacterianas que alberga Larrea tridentata han favorecido a la planta
principalmente al participar en procesos muy importantes como fijacion de nitrégeno, produccién
de fitohormonas, promover el crecimiento y su supervivencia en condiciones ambientales muy
adversas.
Ademas, se demuestra en este trabajo el potencial biotecnolégico a futuro, ya que gracias a estas
bacterias podremos buscar alternativas ecoldgicas, por ejemplo, a una restauracién de suelos aridos
y en sistemas agricolas donde predomina el estrés hidrico y el suelo presente baja fertilidad, lo cual
limitan directamente el crecimiento vegetal.
A pesar de que se utiliz6 el gen ARNr 16S como marcador molecular para poder identificar las
bacterias, se presentaron limitaciones como la pureza de las secuencias, su tamafio y la base de
datos utilizada, lo cual dificulté el trabajo al momento de identificar taxondmicamente las
bacterias. Aunque las ventajas son consistentes en estudios previos también son soélidas las
desventajas al sefialar que, si bien este gen es ampliamente utilizado, no va a permitirse siempre
una resolucion adecuada (mas precisamente a nivel especie). Esto se toma en cuenta a la hora de
interpretar los resultados y se sugiere el uso de mas métodos de identificacion en futuras
investigaciones
Sin embargo y, en resumen, este trabajo aporta conocimiento acerca de la microbiota asociada con
Larrea tridentata y se puede seguir explorando para evaluar su funcionalidad ecoldgica y su uso

en la biotecnologia agricola.
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