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1. RESUMEN  

Los metales pesados son elementos comunes en la corteza terrestre y desempeñan un 

papel esencial para el desarrollo humano. Se dividen en tóxicos, como el Pb, Hg, Cd y 

As, sin beneficios biológicos, y esenciales, como el Cu, Zn, Mn, Fe y Ni, que son 

beneficiosos en bajas concentraciones, pero tóxicos en altas. La contaminación de suelo 

por metales pesados proviene tanto de fuentes naturales como actividades humanas, 

siendo estas últimas las más significativas. La contaminación del suelo por estos metales 

es problemática debido a su toxicidad y bioacumulación. Los efectos adversos en la salud 

humana incluyen enfermedades cardiovasculares, neurológicas y cáncer, cuya gravedad 

depende del tipo de metal, su forma química, del tiempo de exposición y la dosis.  

La remediación de sitios contaminados con metales pesados se ha convertido en una 

necesidad urgente, entre las estrategias existentes se encuentra la biorremediación, que 

utiliza microorganismos y plantas para eliminar o reducir la contaminación de metales 

pesados en el suelo. En este trabajo se realizó la búsqueda y caracterización de cepas 

tolerantes a los metales de cobre, níquel, cromo y plomo a partir de la planta de 

Phaseolus vulgaris L. 8025 sembrada en suelo cercano a una zona minera en el estado 

de Guerrero. Se encontraron cepas tolerantes a grandes cantidades de plomo y cromo, 

entre las cuales se destacaron las cepas LDEM027 (tolerante a 0.8 g/L de Pb+2 y 17 g/L 

de Cr+6), LDEM040 (tolerante a 17 g/L de Cr+6), LDEM064 (tolerante a 1 g/L de Pb+2 y 15 

g/L de Cr+6) y LDEM077 (tolerante a 1 g/L de Pb+2).  

El análisis filogenético de las secuencias de los genes 16S rRNA y rpoB permitió 

identificar las cepas LDEM064 y LDEM027 como Bacillus inaquosorum y Bacillus 

safensis, mientras que las cepas LDEM040 y LDEM077 fueron clasificadas dentro del 

grupo de Bacillus cereus y Pseudomonas putida, respectivamente. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Los metales pesados 

El término "metal pesado" es un término común utilizado durante décadas en las ciencias, 

y aún más en las ciencias ambientales, particularmente en los estudios de impacto de 

contaminación (Pourret & Hursthouse, 2019). Los metales pesados son metales 

naturales que tienen un número atómico, superior a 20 y una densidad elemental superior 

a 5 g/cm3 (Ali & Khan, 2018), se encuentran naturalmente en toda la corteza terrestre y 

son de gran importancia para el desarrollo continuo de la civilización (Hernández Caricio 

et al., 2022).  

Los metales pesados pueden clasificarse por su toxicidad en dos grupos: 1) metales 

tóxicos como el Pb, Hg, Cd y As que son indeseables, no tienen beneficios biológicos 

para la salud humana y son tóxicos en cualquier concentración; 2) metales esenciales 

como el Cu, Zn, Mn, Fe, Ni y Cr, que son deseables y tienen beneficios biológicos para 

la salud humana en bajas concentraciones, pero se vuelven tóxicos en altas 

concentraciones (Abdel-rahman, 2022; J. P. Chen, 2012). Sin embargo, las listas de 

metales pesados esenciales pueden ser diferentes para distintos grupos de organismos 

como plantas, animales y microorganismos lo que significa que un metal pesado puede 

ser esencial para un grupo dado de organismos, pero no esencial para otro. Además, se 

sabe que algunas especies son más sensibles a los metales pesados que otras. Los 

mecanismos por los cuales los metales pesados afectan a diferentes órganos, tejidos y 

sistemas en diferentes organismos son muy complejos, y hasta ahora algunos de ellos 

no están completamente explorados (Ali et al., 2019).  

La contaminación del suelo por metales pesados es un problema grave debido a su 

toxicidad y su capacidad de bioacumulación que es muy peligrosa por sus efectos en la 

cadena alimentaria. Además, la presencia de metales en concentraciones por encima de 

ciertos umbrales afecta el equilibrio microbiológico de los suelos y puede disminuir su 

fertilidad (Barbieri, 2016), en la tabla 1, se presentan algunos de los efectos de toxicidad 

que los metales pesados pueden causar en las plantas y microorganismos (Joshi et al., 

2023).  
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Tabla 1  

Impacto de los metales pesados en el crecimiento de las plantas y sus efectos 
toxicológicos en los microorganismos. 

Metal Distribución Rol en plantas Efecto de toxicidad en las 
plantas 

Efecto tóxico 
sobre los 
microrganismos 

Cu  Lagos, 
corteza 
terrestre, 
ríos y 
océanos 

Fotosíntesis; 
síntesis de ATP y 
CO2; parte esencial 
de algunas 
proteínas como 
citocromo oxidasa y 
plastocianina; 
cofactor de varias 
enzimas como la 
superóxido 
dismutasa, la 
dioxigenasa y la 
ascorbato oxidasa. 

El Cu provoca efectos 
citotóxicos, induce estrés, 
reduce el crecimiento de las 
plantas, genera especies 
reactivas de oxígeno, clorosis en 
las hojas. 

Inhibición de 
diversas 
actividades 
enzimáticas y 
funciones 
celulares. 

As Suelo y 
erupciones 
volcánicas 

No esencial As(V) compite con la absorción 
de PO4

3+ lo que además tiene 
efectos negativos sobre la 
producción de ATP, la 
fosforilación oxidativa y el 
sistema de transporte; La 
toxicidad del As puede causar 
inhibición del crecimiento, bajo 
rendimiento, formación de 
radicales libres y ROS, inhibición 
de la actividad de las proteínas y 
deficiencia de otros elementos 
esenciales. 

Inhibición de 
actividad 
enzimática. 
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Metal Distribución Rol en plantas Efecto de toxicidad en las 
plantas 

Efecto tóxico 
sobre los 
microrganismos 

Ni Aire, suelo, 
sedimentos y 
agua. 

Parte esencial de 
diferentes 
metaloenzimas tales 
como ureasa, 
hidrogenasas, 
superóxido 
dismutasas, metil 
coenzima M 
reductasa, RNasa-
A, deshidrogenasas, 
acetil Co-A sintasa. 

Altas concentraciones de Ni 
pueden causar clorosis, necrosis 
y marchitez; deterioro de la 
fotosíntesis, el transporte de 
azúcar y el equilibrio hídrico, 
efectos negativos sobre el 
equilibrio de nutrientes y la 
actividad de la ATPasa que 
conducen a funciones 
deterioradas de la membrana 
celular. 

Efectos negativos 
en la membrana 
celular, estrés 
oxidativo y 
desactivación de 
varias enzimas. 

Cr Todos los 
ambientes 

No esencial La toxicidad del Cr puede 
provocar clorosis, inhibición del 
crecimiento y baja síntesis de 
pigmentos fotosintéticos; baja 
absorción de elementos 
importantes como Fe, P, Ca, Mg, 
K; inhibición de la 
fotofosforilación de la ETC 
(cadena de transporte de 
electrones) y algunas 
actividades enzimáticas; 
desorganización de los 
cloroplastos. 

Inhibición del 
crecimiento, 
absorción de 
oxígeno; 
extensión de la 
fase de retraso. 

Pb Suelo No esencial La acumulación de Pb puede 
causar varios efectos nocivos 
directos e indirectos sobre la 
fisiología, morfología y funciones 
bioquímicas de las plantas; 
efectos negativos sobre la 
permeabilidad de la membrana, 
actividades enzimáticas, 
nutrición, síntesis de ATP, 
peroxidación lipídica, síntesis de 
ROS en grandes cantidades que 
conducen a daños en el ADN. 

Desnaturalización 
de proteínas y 
DNA, terminación 
de la 
transcripción y 
detener la 
regulación 
enzimática. 

Tabla extraída de (Joshi et al., 2023) 

 

Los metales pesados se transfieren del ambiente abiótico (agua, sedimentos, suelos) a 

los organismos vivos, acumulándose en la biota, lo que da como resultado la 

contaminación de las cadenas alimentarias con estos elementos. La transmisión trófica 

de estos componentes en las cadenas alimentarias tiene un impacto significativo tanto 
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en la vida silvestre como en la salud pública. Tanto los animales acuáticos como los 

terrestres acumulan metales pesados del ambiente abiótico y de sus alimentos (Ali & 

Khan, 2019; Gall et al., 2015). Este incremento de metales pesados en los animales 

puede inducir funciones mitocondriales anormales, lo que resulta en un retraso en el 

crecimiento y el desarrollo, cambios fisiológicos y bioquímicos anormales, 

sobreexpresión de genes, comportamiento alterado y una serie de efectos toxicológicos, 

incluido un metabolismo inadecuado (Sun et al., 2022). 

 

Metales pesados como el arsénico, cadmio, el cromo, el plomo y el mercurio son metales 

tóxicos sistémicos conocidos por inducir efectos adversos para la salud en los seres 

humanos, incluyendo enfermedades cardiovasculares, anomalías del desarrollo, 

trastornos neurológicos y neuroconductuales, diabetes, pérdida de audición, trastornos 

hematológicos e inmunológicos, y varios tipos de cáncer. Las principales vías de 

exposición incluyen la ingestión, la inhalación y el contacto dérmico. La gravedad de los 

efectos adversos para la salud está relacionada con el tipo de metal pesado y su forma 

química, y también depende del tiempo de exposición y la dosis. Entre muchos otros 

factores, la especiación juega un papel clave en la toxicocinética y toxicodinámica de 

metales, y está altamente influenciada por factores como el estado de valencia, el 

tamaño de partícula, la solubilidad, la biotransformación y la forma química (Tchounwou 

et al., 2014). La contaminación de suelo por metales pesados se produce a partir de 

fuentes naturales y fuentes antropogénicas. Las fuentes naturales más importantes 

incluyen la meteorización de minerales, la erosión del suelo y la actividad volcánica, 

mientras que las fuentes antropogénicas incluyen la aplicación de fertilizantes y 

pesticidas, el riego con aguas residuales y la minería (Dixit et al., 2015). Se estima que 

la contribución de metales de fuentes antropogénicas en los suelos y agua es mayor que 

la contribución de los naturales (Nriagu & Pacyna, 1988; Roozbahani et al., 2015; Vareda 

et al., 2019). 
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Mecanismos de tolerancia 

A pesar de la aparente toxicidad, muchos microorganismos crecen y/o prosperan en 

lugares aparentemente contaminados por metales, y una variedad de mecanismos, tanto 

activos como incidentales, contribuyen a la resistencia (Gadd, 2010), entre estos 

mecanismos se encuentran biosorción, sistemas de eflujo, producción de 

exopolisacáridos, síntesis de metalotioneinas y producción de sideróforos.  

 

Biosorción  

La biosorción es una interacción fisicoquímica entre bacterias y metales pesados en la 

cual, las bacterias adaptan varias formas para absorber estos metales y pueden ser 

clasificados según diversos criterios. Dependiendo del metabolismo celular, la biosorción 

se clasifica en dependiente del metabolismo e independiente del metabolismo. Según el 

lugar de absorción/acumulación del metal, la biosorción se puede clasificar en 

precipitación extracelular, sorción en la superficie celular y acumulación intracelular. En 

la biosorción dependiente del metabolismo, los metales se acumulan intracelularmente 

mediante el transporte a través de la membrana celular, proceso que realizan 

exclusivamente las células viables. La absorción de metales en la biosorción 

independiente del metabolismo se produce mediante la interacción fisicoquímica entre 

los grupos funcionales de la superficie de las bacterias y los iones metálicos. La unión 

de iones metálicos a la superficie celular de una bacteria en la biosorción independiente 

del metabolismo implica varios mecanismos, tales como interacción física (interacción 

electrostática o de Van der Waals) o interacción química (desplazamiento de cationes 

metálicos unidos mediante intercambio iónico), complejación, difusión o por precipitación 

(Priyadarshanee & Das, 2021). 

La interacción física a través de fuerzas electrostáticas o de van der Waals puede retener 

iones metálicos en las superficies externas de las células bacterianas y, posteriormente, 

hacer que los iones metálicos adsorbidos se unan a grupos funcionales de biomoléculas 

en la superficie celular y dentro de la estructura celular a través de interacciones químicas 

(Sahmoune, 2018). 

La complejación implica asociar dos o más especies, es decir, iones metálicos y los 

grupos funcionales presentes en la superficie de la célula bacteriana. Se categoriza en 
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dos tipos diferentes: complejo monodentado y polidentado. En los complejos 

monodentados solo un átomo en el ligando se une al metal y en los complejos 

polidentados, el ligando se une con dos o más átomos al metal. En el mecanismo de 

intercambio iónico, el intercambio de cationes metálicos binarios se produce con el 

contraión que reside en la superficie del biosorbente. El mecanismo de unión del metal 

por precipitación se produce mediante la reacción de los iones metálicos con los grupos 

funcionales presentes en la superficie bacteriana, lo que da como resultado precipitados 

metálicos orgánicos insolubles que permanecen adheridos a las células microbianas 

(Priyadarshanee & Das, 2021). 

Los factores que influyen en el mecanismo de biosorción son I) propiedades de los 

biosorbentes (es decir, vivos o no vivos), II) características del metal objetivo, III) tipo de 

sitios de unión involucrados para el secuestro del metal (ligando biológico), IV) 

parámetros involucrados en la biosorción (temperatura, pH, tiempo de contacto, cantidad 

de sorbente y sorbato) y V) las características de la solución metálica y la presencia de 

iones competitivos (Priyadarshanee & Das, 2021). 

 

Sistemas de eflujo  

El sistema de transporte activo o eflujo es el mecanismo fundamental contra la toxicidad 

de los metales pesados en bacterias, el cual da como resultado una disminución de los 

potenciales de acumulación y concentración para la desintoxicación celular, aumentado 

así, la supervivencia de las células bacterianas en condiciones de exceso de metal 

(Mathivanan et al., 2021). Las proteínas de transporte son cruciales para facilitar la 

transferencia de sustratos hidrofílicos a través de membranas hidrofóbicas, 

constituyendo una variada gama de proteínas con distinciones en topología, 

especificidad de sustrato, mecanismos de acoplamiento de energía y similitud de 

secuencia. Esta categoría de proteínas transportadoras abarca las ATPasas de tipo P, 

las RND (resistencia, nodulación, división celular), la CDF (facilitador de la difusión 

catiónica), los transportadores de casetes de unión a ATP (ABC), las proteínas HoxN, 

CHR, de la familia MIT y más  (Adhikary et al., 2024).  
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Producción de exopolisacáridos (EPS) 

Las bacterias secretan exopolisacáridos (EPS) como mecanismo de protección contra 

condiciones extremas presentes en el ambiente circundante. El exopolisacárido se 

compone principalmente de proteínas y carbohidratos, que representan entre el 75% y 

el 90% de su composición total. Los otros componentes menores de los EPS incluyen 

ácidos nucleicos, lípidos, lipoproteínas, glicoproteínas, lipopolisacáridos, fosfolípidos, 

ácido urónico y ácido húmico (Pushkar et al., 2021). El exopolisacárido producido por 

bacterias puede unirse a iones metálicos tóxicos y mejorar el crecimiento bacteriano 

incluso con una alta concentración de iones metálicos. Los exopolisacáridos producidos 

por las bacterias desempeñan afinidades críticas de biosorción y unión a metales 

pesados debido a sus grupos funcionales aniónicos como los grupos carboxilo, fosfórico, 

amina e hidroxilo para el intercambio iónico y la complejación con grupos funcionales 

catiónicos (Mathivanan et al., 2021). El mecanismo de adsorción de EPS para metales 

pesados incluye principalmente la complejación de superficies, el intercambio iónico, 

reacciones redox, la adsorción electrostática y la microprecipitación inorgánica. 

Generalmente, la adsorción de metales pesados por EPS implica interacciones 

complejas de dos o más mecanismos (Li et al., 2022). 

 

Síntesis de metalotioneínas 

Las metalotioneínas (MT) son pequeñas metaloproteínas que contienen residuos de 

cisteína y proporcionan una excelente viabilidad para la unión de metales. Tienen una 

masa molecular baja y se sabe que llevan a cabo una gran cantidad de funciones, 

incluida la homeostasis de los metales, la eliminación de radicales libres y la protección 

contra los metales pesados (Samuel et al., 2021). La característica principal de estas 

proteínas es un alto porcentaje de cisteína de aproximadamente 15-33% por proteína, 

mientras que en el caso de una proteína general solo está presente un 2% de residuo de 

cisteína, esta condición, le da la capacidad de absorber y acumular cationes metálicos 

dentro de una célula mediante la formación de enlaces con los grupos tiol presentes en 

sus abundantes residuos de cisteína (Chatterjee et al., 2020). 
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Producción de sideróforos 

La producción de sideróforos representa otra estrategia de desintoxicación de iones 

metálicos. Si bien la función canónica de los sideróforos es la quelación y transporte de 

Fe (III), las bacterias también usan estas moléculas secretadas para unirse a otros 

metales. La producción de sideróforos puede ser inducida por la presencia de metales 

no férricos, a los que se unen con diversas afinidades. La formación de los complejos 

sideróforo-metal reduce la concentración de metales y metaloides libres en el medio 

ambiente y evita su difusión a través de la membrana bacteriana, reduciendo así la 

toxicidad de los metales y metaloides (Hesse et al., 2018).  

 

Biorremediación como herramienta para la recuperación de suelos contaminados 

por metales pesados. 

La biorremediación se refiere a la aplicación de sistemas biológicos para la eliminación 

y/o disminución de la contaminación orgánica e inorgánica, siendo las bacterias y los 

hongos organismos muy importantes en este contexto para la recuperación, 

inmovilización o desintoxicación de contaminantes metálicos (Gadd, 2010). 

Se sabe que los microorganismos tienen un gran potencial para la biorremediación de los 

contaminantes del suelo y también aumentan la producción de cultivos agrícolas con 

bajos insumos. Los microorganismos desempeñan un papel esencial en la eliminación 

de metales pesados de suelos contaminados, utilizando como principal mecanismo la 

bioadsorción, sin embargo, existen otros mecanismos menos frecuentes de 

biorremediación como la biolixiviación, biomineralización y reacciones oxido-reducción 

que también son desarrolladas por los microorganismos (Verma & Kuila, 2019) & (Jin et 

al., 2018). Aunado a esto, la estrategia de remediación microbiana podría combinarse 

con métodos de fitorremediación, en este caso se busca que las plantas que acumulan 

metales pueden ser beneficiadas por bacterias promotoras del crecimiento de plantas 

(PGPB) resistentes a los metales, que pueden aumentar la eficiencia de la 

biorremediación. Las capacidades que promueven las PGPB en los procesos de 

fitorremediación incluyen el alivio de los efectos nocivos causados por la contaminación 

por metales pesados (por ejemplo, la reducción del nivel de clorofila y el estrés oxidativo), 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/micro-organism
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-pollutant
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-pollutant
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el aumento de la tolerancia a los metales pesados de las plantas y el aumento de la 

acumulación de metales pesados en los tejidos vegetales  (Wróbel et al., 2023). 

 

Phaseolus vulgaris L como planta trampa para el aislamiento de bacterias 

tolerantes a metales pesados.  

La técnica de trampeo de plantas es una estrategia útil para el aislamiento y 

caracterización de comunidades microbianas asociadas a las plantas. Este método 

consiste en la recolección de suelos del hábitat natural y su transferencia al entorno de 

laboratorio, donde pueden ser utilizados como sustrato para el crecimiento de cultivos en 

condiciones controladas (Amenta et al., 2024). Phaseolus vulgaris L. (frijol común) es 

una leguminosa comúnmente utilizada como planta trampa, la cual suele estar asociada 

con bacterias que presentan características de promoción de crecimiento vegetal (Ismail 

et al., 2021; Meza et al., 2022; Tapia-García et al., 2020), además de que tiene la 

capacidad de absorber metales pesados (Eid et al., 2020), lo que podría ser un excelente 

modelo de estudio para la selección de bacterias tolerantes a metales pesados. 
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3. ANTECEDENTES 

Ramírez et al., (2019) demostraron que Prosopis laevigata, una planta nativa de 

ecosistemas con déficit hídrico tiene la capacidad de hiperacumular metales como Al, 

Fe, Zn y Ti en asociación con bacterias pertenecientes al género Bacillus. A partir de 

nódulos de árboles jóvenes de esta población de Prosopis laevigata, se aisló una 

colección de cepas, entre las cuales Bacillus sp. MH778713 se destacó por su alta 

tolerancia a los metales cromo (VI) (15 g/L), aluminio (10 g/L), hierro (1.0 g/L) y zinc (2.0 

g/L). Además, la cepa Bacillus sp. MH778713 mostró una alta capacidad para remover 

cromo (VI) de medios acuosos, lo cual podría beneficiar el crecimiento de las plantas en 

suelos contaminados con metales pesados. 

 

 

 

4. JUSTIFICACIÓN 

Uno de los problemas ambientales más graves que sufre el país es la contaminación de 

los suelos y aguas por sustancias tóxicas. Entre las sustancias tóxicas que encontramos 

frecuentemente en los suelos se encuentran los metales pesados y su presencia 

representa un grave riesgo para la salud humana. El proyecto se enfoca en la búsqueda 

de bacterias hipertolerantes a los metales pesados presentes en los suelos cercanos a 

una zona minera del estado de Guerrero, que pueden ser utilizadas como herramientas 

para la biorremediación de suelos contaminados con metales tóxicos. 
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5. OBJETIVO 

5.1 Objetivo general  

Caracterizar a las cepas bacterianas hipertolerantes a los metales pesados de plomo, 

cromo, cobre y níquel presentes en los suelos de una zona minera del estado de 

Guerrero.  

 

     5.2 Objetivos específicos  

1. Aislar una colección de cepas bacterianas a partir de suelos de una zona minera, 

contaminados con metales pesados, en el estado de Guerrero. 

2. Caracterizar la tolerancia de estas cepas a la presencia de los metales pesados 

plomo, cromo, cobre y níquel. 

3. Seleccionar a las cepas que presenten hipertolerancia a los metales pesados de 

cromo y plomo. 

4. Identificar a nivel de género a los aislados hipertolerantes mediante el análisis de 

secuencias de los genes 16S rRNA y rpoB. 
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aislamiento de cepas a partir de suelos cercanos a una mina, 
por trampeo, utilizando  Phaseolus vulgaris L. 8025 como 

planta trampa.

Análisis a la tolerancia de las cepas aisladas a diferentes 
concentraciones de metales pesados (Cr, Cu, Pb y Ni).

Selección de las cepas que presenten hipertolerancia a los 
metales. 

Identificación de las cepas hipertolerantes a nivel de género mediante el 
análisis de secuencias del gen 16S rRNA y rpoB.
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7. METODOLOGÍA 

7.1 Aislamiento de cepas asociadas a las raíces de la planta de Phaseolus vulgaris 

L. 8025 a partir del suelo minero  

 

7.1.1 Muestra de suelo minero  

Se utilizó una muestra de suelo cercano a una zona minera en el estado de Guerrero el 

cual fue analizado por WDXRF (Espectrometría de fluorescencia de rayos-x secuencial 

de longitud de onda dispersiva), en el Centro de Investigaciones en Dispositivos 

Semiconductores del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma de 

Puebla. El análisis del suelo se realizó por triplicado, para esto, la muestra se trituró y se 

tamizó usando una malla de 0.0029 pulgadas (serie 200), posteriormente la muestra se 

pesó y mezcló con cera en una relación de 9:1 para formar un pellet de 6 gramos. El 

pellet fue analizado en un espectrómetro de fluorescencia de rayos-x secuencial de 

longitud de onda dispersiva de marca Bruker, modelo S8 TIGER. 

 

7.1.2 Método de trampeo  

Se utilizó a Phaseolus vulgaris L. 8025 como planta trampa para el aislamiento de 

bacterias asociadas a las raíces.  

Las semillas se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 5 %, durante 

10 min, se enjuagaron seis veces en agua destilada estéril y se germinaron bajo 

condiciones de esterilidad en placas de agar agua al 1% de 24 a 48 horas a 30°C. 

Posteriormente, se sembraron en los siguientes medios: 

a) Directamente en una maceta con el suelo minero.  

b) Macetas con suelo minero, vermiculita estéril y agrolita  estéril (3:5:2).  

c) Tubos con medio Jenssen libre de nitrógeno (Somasegaran & Hoben, 1994) 

(Anexo 1) (20 ml medio liquido /55 ml agar) con 1g de suelo.  

La finalidad de usar los tres medios de cultivo fue para asegurar un óptimo crecimiento 

de las plantas. Se utilizó agua desmineralizada estéril para riego, las plantas se dejaron 

crecer por un periodo de 6 semanas. 
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7.1.3 Aislamiento de cepas  

Se obtuvieron aislados de bacterias asociadas a las raíces de las plantas que se 

desarrollaron en los tres medios empleados (Tabla 2), procedentes tanto de la endosfera, 

el rizoplano y la rizosfera, así como también de manera directa del suelo. 

 

Tabla 2  

Sitios de obtención de los aislados. 

 Endosfera Endosfera/ 

rizoplano 

Rizosfera Suelo 

Suelo minero X X X X 

Suelo minero/ vermiculita/ 

agrolita (3:5:2) 
X X X  

Medio Jensen libre de nitrógeno/ 

suelo 
X    

  

AISLADOS DE BACTERIAS ENDOFITAS 

Para obtener los aislados de las bacterias endófitas, se empleó la siguiente metodología. 

En primer lugar, se procedió a desinfectar las raíces de la planta de Phaseolus vulgaris 

L.  mediante la exposición al alcohol etílico, agitándola en el vórtex y manteniéndola en 

contacto con el desinfectante durante 30 segundos; este proceso se repitió en tres 

ocasiones. Posteriormente, se realizaron dos enjuagues con agua desmineralizada 

estéril, seguidos de la maceración con 100 microlitros de agua destilada estéril. Acto 

seguido, se extrajeron 50 microlitros del macerado y se sembraron en placas con medio 

de agar de extracto de levadura-manitol (YMA) (Anexo 1), el cual es un medio utilizado 

para el aislamiento de rizobacterias (Vincent, 1970). Las placas se incubaron a una 

temperatura de 29°C durante un periodo de 24 a 48 horas. Finalmente, se seleccionó 

una colonia representativa de cada morfología diferente, la cual fue sembrada mediante 

estría cruzada en nuevas placas de agar YMA. 

AISLADO DE BACTERIAS DE LA ENDOSFERA Y RIZOPLANO  

Se realizaron lavados con agua destilada estéril a las raíces Phaseolus vulgaris L. para 

eliminar el suelo rizosférico, posteriormente se realizó la maceración con 100 microlitros 

de agua destilada estéril, se sembraron en placas de YMA las cuales se incubaron a 

29°C de 24 a 48 horas. Finalmente se seleccionaron colonias individuales. 
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AISLADO DE BACTERIAS DE SUELO RIZOSFÉRICO Y NO RIZOSFÉRICO. 

Se tomaron muestras de suelo rizosférico (suelo asociado a la raíz) y suelo no rizosférico. 

Las muestras de suelo rizosférico se recolectaron desarraigando suavemente las plantas 

y recolectando el suelo adherido a las raíces. Para las muestras de suelo no rizosférico, 

se recolectó el suelo que se encontraba a una distancia de 2 a 3 cm posteriores a la raíz. 

Posteriormente las muestras se pesaron, se realizaron 3 diluciones 1:10, se sembraron 

en placas de YMA y se incubaron siguiendo la metodología descrita para los aislados 

endosfera.  

 

7.2 Conservación de cepas aisladas  

A partir de cultivos aislados y purificados en placas de medio YMA, se inocularon tubos 

con caldo Luria-Bertani (LB) (Anexo 1) (Somasegaran & Hoben, 1994). Los cultivos se 

incubaron a 120 rpm a 30°C por 20 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se 

colocó en un criovial 0.5 mL del cultivo y 0.5 mL de glicerol estéril, posteriormente, se 

llevó a agitación a un vórtex y se colocaron en un ultracongelador a -70°C.  

 

7.3 Análisis de tolerancia a diferentes concentraciones de metales pesados 

Se evaluó la tolerancia de las cepas a diferentes concentraciones de los metales de 

cromo (15000-17000 mg/L), plomo (800-1500 mg/L), cobre (100- 25000 mg/L) y niquel 

(100-1500 mg/L). Para esto, se utilizaron cultivos de las cepas en caldo de LB de 20 

horas, los cuales se inocularon por duplicado utilizando el método de goteo en placa de 

6x6 (C. Y. Chen et al., 2003) en placas de YMA y YMA adicionadas con las diferentes 

concentraciones de los metales mencionados anteriormente. La incubación se realizó a 

29°C de 1 a 14 días. Posteriormente, se cuantificaron las unidades formadoras de 

colonias por mililitro (UFC/mL). Para ello, se contó el número de colonias de la dilución 

contable, se multiplicó por 100 (considerando que cada gota fue de 10 µL) y el resultado 

se multiplicó por el factor de dilución en la cual se contaron las colonias. Finalmente, se 

seleccionaron las cepas con mayor tolerancia a los metales. Se incluyó a la cepa Bacillus 

sp. MH778713 como control ya que ha sido previamente reportada como tolerante a 15 

g/L de Cr (VI) (Ramírez et al., 2019).  
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7.4 Caracterización genotípica  

Se realizó la caracterización genotípica de las cepas con mayor tolerancia a los metales 

pesados, para ello se siguió la siguiente metodología: 

  

7.4.1 Extracción de DNA 

Se cultivaron las cepas bacterianas en medio YM durante 24 horas a 28°C en 

condiciones de agitación. La extracción del DNA se llevó a cabo mediante la utilización 

de “Wizard Genomic DNA Purification Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

7.4.2 Ampliación del gen 16S rRNA  

El gen 16S rRNA se amplificó utilizando la DNA polimerasa de alta fidelidad  Phusion™ 

(Thermo scientific) y los primers UN27F (5´-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´); 

UN1392(5´-CAGGGCGGTGTGTACA-3´) (Morales et al., 2011), las condiciones de PCR 

fueron las siguientes: una activación a 95°C por 3 min, desnaturalización a 94°C por 30 

s, alineamiento a 57°C por 1 min, primera extensión a 72°C por 70 s y una extensión a 

72°C por 1 min en 26 ciclos. Posteriormente se realizó la purificación mediante el kit 

comercial QIAquick y los productos se enviaron a secuenciar a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnología de la UNAM.  

 

7.4.3 Análisis de restricción de ADN ribosómico amplificado (ARDRA) 

Se realizó un análisis de ARDRA utilizando la enzima de restricción AluI Thermo 

scientific, para el cual se utilizó el protocolo recomendado para la digestión de productos 

de PCR directamente después de la amplificación descrito por el fabricante, los geles 

fueron analizados mediante el programa GelAnalyzer 23.1.1.  

 

7.4.4 Ampliación del gen rpoB  

La amplificación del gen rpoB se realizó utilizando los oligonucleótidos rpoB1206 (5´-

ATCGAAACGCCTGAAGGTCCAAACAT-3´) y rpoBR3202 5´-

ACACCCTTGTTACCGTGACGACC-3´), las condiciones de PCR fueron las siguientes: 

una activación a 95°C por 3 min, 35 ciclos con desnaturalización a 95°C por 20 s, 
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alineamiento a 55°C por 30 s, primera extensión a 72°C por 90 s y una extensión a 72°C 

por 5 min (Ki et al., 2009). 

 

7.4.5 Análisis de las secuencias  

Se utilizaron secuencias de referencia obtenidas de la base de datos del Genbank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de la página del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) para la elaboración de un árbol base. El alineamiento 

se realizó mediante el programa Clustal X (http://www.clustal.org/); para la edición de 

este, se utilizó el sofware BioEdit (https://bioedit.software.informer.com/) y finalmente 

para la edición de árboles filogenéticos se utilizó el software MegaX 

(https://www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.clustal.org/
https://bioedit.software.informer.com/
https://www.megasoftware.net/
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8. RESULTADOS 

8.1 Análisis de suelo  

Entre los elementos identificados en el análisis de suelo por espectrometría de 

fluorescencia de rayos-x secuencial de longitud de onda dispersiva (WDXRF) (Apéndice 

A), se encontraron los elementos de As, Cr y Cu, los cuales, junto con Cd, Hg y Pb, son 

considerados como los metales más contaminantes del suelo (Weissmannová & 

Pavlovský, 2017). Además, se detectó la presencia de Ni, Al, Fe, Ti, Zr y Zn, las 

concentraciones promedio de estos metales en el suelo (Tabla 3) son mayores en 

comparación con las muestras de suelo agrícola evaluadas por Cota-Ruiz et al., (2019), 

provenientes de diferentes sitios agrícolas de Ciudad Juárez, México, por otro lado, las 

concentraciones de Al, Fe, Ti, Cr y Zn son menores con respecto a las muestras de suelo 

no rizosférico reportadas por Ramírez y col., (2019), quienes analizaron muestras de 

suelo en un área contaminada con metales pesados cerca del río Nexapa en la localidad 

de Chietla, Puebla, México.  

 

Tabla 3  

Concentración promedio de los metales/metaloides encontrados en suelo. 

Metal/ 

Metaloide 

Promedio suelo 

minero (mg/Kg) 

Suelo agrícola (mg/Kg) 

(Cota-Ruiz et al., 2019) 

Suelo contaminado (mg/Kg) 

(Ramírez et al., 2019) 

Al 43 700 ± 346 12 828 44 300 

Fe 40 300 ± 115 14 43 600 

Ti 4 600 ± 0 ND 4 900 

Zr 276 ± 148 ND <20 

Cr 90 ± 80 ND 435 

Zn 97 ± 6 6 108 

Cu 73 ± 21 22.2 <20 

Ni 41 ± 36 ND <20 

As 38 ± 7 ND - 

ND: No detectado  
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8.2 Obtención de cepas asociadas a las raíces de la planta de Phaseolus vulgaris 

L. 8025 a partir del suelo minero. 

La planta de Phaseolus vulgaris L. 8025 creció en los tres medios utilizados (Figura 1), 

lo que nos permitió aislar cepas de los tres medios conforme lo descrito en la 

metodología, teniendo un total de 84 aislados, 22 procedentes de las plantas sembradas 

en medio Jensen libre de nitrógeno, 25 aislados de las plantas sembradas en suelo 

minero + vermiculita + agrolita (3:5:2) y 37 de las plantas sembradas directamente en 

suelo minero. Todos los aislados fueron preservados en glicerol al 50% a -70°C. La 

codificación, morfología y procedencia de cada uno de los aislados se presentan en el 

Apéndice B. 

 

Figura  1  

Plantas de Phaseolus vulgaris L. a las 6 semanas de crecimiento en a) suelo minero, b) 
suelo minero + vermiculita + agrolita (3:5:2) y c) 1 g de suelo + tubos con medio Jensen 
libre de nitrógeno. 

 
 

 

 

8.3 Análisis de tolerancia a diferentes concentraciones de metales pesados.  

En los resultados de las pruebas de tolerancia a los metales pesados de los aislados 

seleccionados, se encontraron 14 cepas tolerantes a 0.8 g/L de Pb+2. De estas, 8 también 

crecieron a 1 g/L de Pb+2, sin embargo, a esta concentración se observó una disminución 

significativa de las UFC/mL en relación con las cepas sembradas en las placas sin el 

metal (Tabla 4), al comparar nuestros resultados con la bibliografía, encontramos que, si 

bien existen cepas capaces de crecer a mayores concentraciones de Pb+2, como es el 

a) b) c) 
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caso de Enterobacter aerogenes MCC 3092, que mostró una tolerancia de 3.8 g/L 

(Pramanik et al., 2018), también hay cepas, como Pseudomonas aeruginosa SN4 y SN5, 

con tolerancia de 0.17 g/L, que han demostrado ser de gran utilidad para la remediación 

de campos de cultivo contaminados con Pb+2 (Nath et al., 2018). 

 

Tabla 4   

Conteo de Unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro (mL) de aislados de suelo 
minero en medio YMA en ausencia y presencia de Pb+2 a [1.0 g/L] y [0.8 g/L]. 
 

Crecimiento UFC/mL  
Aislado YMA  YMA + Pb+2  

[1.0 g/L] 
YMA  YMA + Pb+2  

[0.8 g/L] 
LDEM021 6.5E+07 1.0E+03 2.8E+08 1.0E+07 
LDEM027 7.5E+07 0 2.1E+08 4.5E+07 
LDEM033 2.5E+07 0 4.0E+07 5.0E+05 
LDEM039 3.0E+07 5.0E+01 5.0E+07 2.0E+07 
LDEM041 1.1E+08 5.0E+03 2.5E+07 1.0E+07 
LDEM064 2.5E+07 1.0E+02 4.5E+07 2.0E+07 
LDEM065 6.0E+07 1.0E+02 6.0E+07 5.0E+07 
LDEM066 8.0E+07 1.0E+03 1.2E+08 4.0E+07 
LDEM075 3.5E+07 1.7E+04 4.0E+07 5.0E+06 
LDEM077 4.4E+08 1.8E+05 5.0E+07 1.2E+06 
LDEM081 3.0E+06 0 3.0E+06 1.0E+05 
LDEM082 5.0E+05 0 5.0E+05 2.0E+05 
LDEM083 5.0E+05 0 5.0E+05 1.0E+05 
LDEM084 1.0E+06 0 1.0E+06 1.0E+05 

 

 

En el caso del cromo, 19 cepas presentaron tolerancia a una concentración de 15 g/L y 

9 cepas mostraron tolerancia a 17 g/L (Tabla 5). Dentro de estas cepas tolerantes a 

cromo, se destacó a la cepa LDEM027, que también exhibió crecimiento en presencia 

de 0.8 g/L de plomo y a las cepas LDEM017 y LDEM040 que tuvieron una mejor 

tolerancia a 17 g/L de cromo. También se observó crecimiento de la cepa Bacillus sp. 

MH778713 en ambas concentraciones de cromo, la cual funcionó como control y punto 

de comparación ya que ha sido previamente reportada como tolerante a 15 g/L de Cr (VI) 

(Ramírez et al., 2019). 
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Tabla 5  

Conteo de Unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro (mL) de aislados de suelo 
minero en medio YMA en ausencia y presencia de Cr+6 a [17 g/L] y [15 g/L]. 

  Crecimiento (UFC/mL) 
Aislado YMA YMA +  

Cr+6 [15 g/L]  
YMA YMA +  

Cr+6 [17 g/L]  

LDEM001 3.5E+07 5.0E+06 3.5E+07 0 
LDEM003 4.0E+07 1.6E+07 4.0E+07 0 
LDEM008 4.5E+07 1.4E+07 7.0E+07 0 
LDEM009 4.0E+07 1.4E+07 1.5E+08 0 
LDEM014 5.0E+07 3.5E+06 1.4E+08 4.00E+04 
LDEM017 3.0E+07 1.0E+07 8.0E+06 1.50E+05 
LDEM018 9.0E+07 4.5E+06 1.6E+08 0 
LDEM019 5.5E+07 1.5E+07 1.0E+08 3.50E+04 
LDEM021 2.5E+07 8.0E+04 6.5E+07 0 
LDEM025 8.0E+07 1.0E+05 1.1E+08 7.00E+04 
LDEM027 9.0E+07 6.5E+07 7.5E+07 3.00E+07 
LDEM029 1.0E+07 3.5E+06 6.0E+07 0 
LDEM031 4.5E+07 2.5E+07 1.3E+08 0 
LDEM032 7.5E+07 3.5E+07 1.6E+07 5.0E+03 
LDEM040 1.0E+08 8.0E+06 1.5E+08 2.0E+07 
LDEM042 2.4E+08 4.5E+07 1.7E+08 0 
LDEM055 1.2E+08 5.5E+06 1.6E+08 4.00E+05 
LDEM064 2.0E+07 5.0E+04 2.5E+07 0 
LDEM067 1.7E+08 2.0E+07 3.5E+07 1.0E+02 

MH778713* 2.0E+07 1.5E+06 1.2E+07 2.00E+05 
* Bacillus sp. MH778713 

 

En las pruebas de tolerancia de cobre solo se observó crecimiento de 4 cepas a la 

concentración de 0.1 g/L (Tabla 6), respecto al níquel, tras evaluar diversas 

concentraciones (que oscilaron entre 0.1 y 1.5 g/L), no se observó la presencia de 

bacterias capaces de tolerar dichas concentraciones. 
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Tabla 6  

Conteo de Unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro (mL) de aislados de suelo 
minero en medio YMA en ausencia y presencia de Cu+2 a [0.1 g/L]. 

 
Crecimiento (UFC/mL) 

AISLADO YMA YMA + Cu [0.1 g/L] 

LDEM001 4.5E+07 1300 

LDEM014 2.0E+07 30000 

LDEM017 3.0E+07 500 

LDEM018 5.0E+06 2150 

MH778713* 3.0E+07 3600 

                           * Bacillus sp. MH778713                                                                            

 

8.4 Amplificación del gen 16S rRNA y análisis de ARDRA  

Se realizó una tinción de Gram para elegir el protocolo de extracción del DNA, en el cual 

se encontraron que las cepas tolerantes seleccionadas son bacilos Gram positivos, 

excepto la cepa LDEM077 que se trata de un bacilo Gram negativo, posteriormente se 

realizó la extracción de DNA y se amplificó el gen 16S rRNA, los productos de PCR 

fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%, en el cual se observaron bandas de 

~1400 pb (Apéndice C), posteriormente se realizó el análisis de restricción del DNA 

ribosomal amplificado (ARDRA), este análisis utiliza variaciones de secuencia en el gen 

16S rRNA para generar patrones específicos entre especies, resultado de la digestión 

mediante las enzimas de restricción, lo que permite evaluar la diversidad bacteriana, en 

este trabajo se utilizó la enzima Alu I, la cual reconoce y corta en medio de la secuencia 

AG^CT (Cihan et al., 2012; X.-Y. Wu et al., 2006; Zeng et al., 2007). Los productos fueron 

visualizados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 3% (Figura 2), en que se 

observaron 4 patrones ARDRA distintos después de la restricción con Alu I del gen 16S 

rRNA amplificado, lo que podría ser indicativo de que tenemos al menos 4 especies 

diferentes en las cepas evaluadas.  
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Nota. Los productos fueron visualizados en el transiluminador con luz UV en un gel de 

agarosa al 3% teñido con el colorante de ácidos nucleicos RedGel. M: GeneRuler 1 kb 

DNA Ladder. Los geles fueron analizados mediante el programa GelAnalyzer 23.1.1 

(http://www.gelanalyzer.com/?i=1). 

 

Se seleccionó a las cepas con mayor tolerancia a los metales de Cr+6 y Pb
+2

, se les 

realizó la purificación del gen 16S rRNA y rpoB, posteriormente se secuenciaron en la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnología de 

la UNAM y finalmente se realizó el análisis de las secuencias para la elaboración de los 

árboles filogenéticos. La codificación y características de las cepas seleccionadas se 

muestran en la Tabla 7. 
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Figura  2  

Perfiles de restricción obtenidos con la enzima Alu I de regiones amplificadas de los 
genes ribosomales 16S rRNA de cepas tolerantes a Cr+6 y Pb+2. 

http://www.gelanalyzer.com/?i=1
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Tabla 7  

Características generales de las cepas seleccionadas con mayor tolerancia a los metales 
de Cr+6 y Pb+2. 

PERFIL 
ARDRA 

CODIFICACIÓN 
DE LA CEPA 

PROCEDENCIA 
DE LA CEPA 

TINCIÓN DE 
GRAM  

TOLERANCIA  

1 LDEM064 Endosfera Bacilo Gram +
  

Pb 
+2

 [1 g/L] y 
Cr 

+6
 [15 g/L] 

2 LDEM040 Endosfera  Bacilo Gram + Cr 
+6

 [17 g/L] 

3 LDEM027 Rizoplano 
/Endosfera  

Bacilo Gram + Pb 
+2

 [0.8 g/L] y  

Cr 
+6

 [17 g/L] 
4 LDEM077 Rizoplano 

/Endosfera 
Bacilo Gram - Pb 

+2
 [1 g/L]  

 

8.5 Análisis de las secuencias del gen 16S rRNA y rpoB. 

El árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA (Figura 3) mostró que la 

cepa LDEM077 se agrupa con especies del género Pseudomonas. En particular, se 

observa que la cepa LDEM077 forma una rama separada junto con las cepas 

Pseudomonas sp. NCCP-245 y Pseudomonas sp FMZR9, las cuales fueron aisladas de 

la rizosfera de Vigna mungo L (frijol negro) y de la raíz de Zea Mays (maíz) 

respectivamente. Ambas cepas están reportadas como productoras de ácido 

indolacético y solubilizadoras de fosfatos, además, la cepa FMZR9 está reportada como 

tolerante a la sequía y productora de sideróforos (Ehsan et al., 2016; Sandhya et al., 

2017). Estas cepas se encuentran estrechamente relacionadas con 21 especies del 

género de Pseudomonas, con las que comparte al menos un 98.7% de identidad. 

Se llevó a cabo el árbol filogenético de la cepa Pseudomonas sp. LDEM077 utilizando 

una parte del gen rpoB (1406 posiciones en el conjunto de datos final), que codifica la 

subunidad beta de la ARN polimerasa (Figura 4), en este árbol, se define mejor la 

posición filogenética de las cepas, agrupando las especies en ramas bien definidas. Se 

observa Pseudomonas sp. LDEM077 se agrupa junto con Pseudomonas 

anuradhapurensis RD8MR3; sin embargo, la distancia entre ambas cepas podría indicar 

que son especies diferentes. Por lo tanto, se realizó un tercer árbol que incluyó ambos 

genes (16S rRNA y rpoB), con un total de 2684 posiciones en el conjunto de datos final 
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(Figura 5). En este árbol concatenado, Pseudomonas sp. LDEM077 quedó en la misma 

rama que Pseudomonas anuradhapurensis y Pseudomonas asiática, la distancia entre 

estas especies, podría nuevamente estar indicando que son especies diferentes, sin 

embargo, se requieren más estudios para confirmarlo.  

El nombre de la especie de Pseudomonas anuradhapurensis fue publicada en 2021, la 

cual fue aislada de la endorhizosfera del arroz (Girard et al., 2021), sin embargo, al 

tratarse de una especie nombrada recientemente, no hay información registrada sobre 

características de dicha especie que pudieran usarse en la biorremediación de sitios 

contaminados con metales pesados, por lo que podría ser un área importante que 

abordar para futuros proyectos.  

El género Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos gramnegativos más 

complejos y diversos, actualmente este género cuenta con 335 especies válidamente 

nombradas (de acuerdo con la Lista de nombres procariotas con posición en la 

nomenclatura (LPSN), https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas, consultado el 20 de 

junio del 2024) (Parte et al., 2020). Las especies de Pseudomonas son capaces de 

colonizar y prosperar en diversos nichos ecológicos (suelo, agua y plantas, asociados 

con organismos superiores). Aunque se ha demostrado que algunas especies o cepas 

son patógenas para los seres humanos, los animales o las plantas, la mayoría de los 

genotipos de Pseudomonas son inofensivos como miembros comensales presentes en 

la microbiota o incluso beneficiosos para sus huéspedes eucariotas (por ejemplo, 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal). El género Pseudomonas se divide en 

tres linajes principales, cada uno subdividido en varios grupos filogenéticos: el linaje P. 

fluorescens está constituido por 7 grupos, el linaje P. aeruginosa 3 grupos y el linaje P. 

pertucinogena 1 grupo, dentro del linaje de P. fluorescens, se encuentra el grupo de P. 

putida cuyas especies se estudian principalmente por su potencial biotecnológico, en 

relación con la producción de determinados productos químicos o propiedades 

fitobeneficiosas (Keshavarz-Tohid et al., 2019). 

Se han estudiado cepas de Pseudomonas putida tolerantes al plomo como posibles 

biorremediadores de sitios contaminados, tal es el caso de Pseudomonas putida B6 

formadora de biopelículas, la cual, mejoró el crecimiento de plantas de colza y trébol bajo 

estrés por plomo (400, 800 y 1200 mg/kg) (Shah et al., 2020) y Pseudomonas putida 

https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas
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KNP9 que mejoró significativamente los parámetros agronómicos del frijol mungo en 

presencia de plomo (125 mg/L) (Tripathi et al., 2005). En cuanto a los mecanismos de 

tolerancia al plomo en Pseudomonas putida, se ha observado que los grupos funcionales 

sulfhidrilo, fosfodiéster y los grupos carboxílicos presentes en las células bacterianas y 

sustancias poliméricas extracelulares tienen la capacidad de promover la adsorción del 

Pb (Qu et al., 2022). 

Otra cepa del grupo de Pseudomonas putida que ha sido estudiada para la 

biorremediación de sitios contaminados con plomo es Pseudomonas taiwanensis WRS8, 

esta cepa, tolerante a plomo (2 g/L) y cadmio (0.9 g/L), mostró un aumentó en la biomasa 

de dos cultivares de cilantro en un 25-48% y disminuyó las concentraciones de Cd y Pb 

en los tejidos comestibles en un 40-59% y los contenidos de Cd y Pb disponibles en los 

suelos de la rizosfera en un 11.1-15.2%, las concentraciones de los metales en el suelo 

fueron Cd total 2.23 mg/kg y Pb total 337 mg/kg (Ge et al., 2023). 
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Figura  3  

Árbol filogenético de Evolución Mínima, para 52 secuencias del gen ribosomal 16S rRNA 

de Pseudomonas spp (2000 réplicas), dentro de las que agrupa la cepa LDEM077 

tolerante a 1 g/L de Pb. 

 

Nota. Hubo un total de 1278 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis 

evolutivos se realizaron en MEGA11. 
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Figura  4  

Árbol filogenético de Evolución Mínima, para 35 secuencias del gen rpoB de 

Pseudomonas spp (2000 réplicas), dentro de las que agrupa la cepa LDEM077 tolerante 

a 1 g/L de Pb. 

 

Nota. Hubo un total de 1406 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis 

evolutivos se realizaron en MEGA11. 
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Figura  5  

Árbol filogenético concatenado de Evolución Mínima, para 22 secuencias del gen 16S 

rRNA y rpoB de Pseudomonas spp (2000 réplicas), dentro de las que agrupa la cepa 

LDEM077 tolerante a 1 g/L de Pb+2. 

 

Nota. Hubo un total de 2684 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis 

evolutivos se realizaron en MEGA11. 
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El árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA (con 1275 posiciones en 

el conjunto de datos final) de las cepas LDEM064, LDEM040 y LDEM027 mostró que las 

tres cepas se agrupan con miembros del género Bacillus. La cepa LDEM064 se ubicó en 

el grupo Bacillus subtilis, en la rama junto a Bacillus inaquosorum y Bacillus cabrialesii 

(Figura 6). Por otro lado, la cepa LDEM040 (tolerante a 17 g/L de Cr+6) se agrupó en la 

rama del grupo de Bacillus cereus junto a 15 especies estrechamente relacionadas 

(Figura 7). Finalmente, la cepa LDEM027 (tolerante a 0.8 g/L de Pb+2 y 17 g/L de Cr+6) 

se ubicó en la rama de Bacillus safensis y Bacillus australimaris (Figura 8). 

El árbol generado a partir del gen rpoB formó ramas bien definidas entre las especies 

relacionadas con la cepa LDEM064 (tolerante a 1 g/L de Pb+2 y 15 g/L de Cr+6) (Figura 

9). Esto nos permitió confirmar que la cepa pertenece a Bacillus inaquosorum, ya que se 

agrupó en una rama junto con varias cepas de esa misma especie.  

Bacillus inaquosorum, anteriormente nombrada como Bacillus subtilis subsp. 

Inaquosorum, es una especie que fue aislada y caracterizada por primera vez en 2009 a 

partir de suelos áridos en California (Dunlap et al., 2020; Rooney et al., 2009). Se ha 

investigado su actividad protectora contra patógenos de plantas y su capacidad de 

promover el crecimiento en plantas (Kamali et al., 2022). Además, se ha estudiado su 

uso en la biorremediación. Por ejemplo, la cepa Bacillus inaquosorum EC30O5B-F5, 

aislada de la rizosfera de Opuntia basilaris, mostró capacidad para oxidar plásticos de 

poliestireno como única fuente de carbono (Olabemiwo et al., 2024). Otra cepa, Bacillus 

inaquosorum LC1, aislada de la superficie de la uva, demostró un buen potencial de 

biodegradación del plaguicida cihalotrina lambda en caldo líquido, uvas y suelo (Ranade 

et al., 2024). 

Aunque se han registrado cepas de Bacillus inaquosorum tolerantes a 10 g/L de Cr+6 

(Chumacero, 2019; Ramírez et al., 2019), no había evidencia de cepas tolerantes a Pb, 

tampoco hay estudios sobre los posibles mecanismos de tolerancia que esta especie 

podría utilizar para tolerar estos metales o su aplicación para la remediación de sitios 

contaminados con metales pesados. 

En el caso de la cepa LDEM040, el árbol generado a partir del gen rpoB (Figura 10) no 

permitió distinguir la especie a la que pertenece, esto debido a la gran similitud entre las 

secuencias de las especies pertenecientes al grupo de Bacillus cereus.  
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Finalmente, en el árbol basado en el gen rpoB de la cepa LDEM027 (Figura 11), se 

observaron ramas bien definidas para las especies relacionadas a esta cepa, con lo cual 

se pudo comprobar que la cepa LDEM027 se trata de Bacillus safensis.  

La especie de Bacillus safensis fue aislado por primera vez de las de las superficies de 

las naves espaciales (Mars Odyssey Orbiter) y de las superficies de las instalaciones de 

ensamblaje en el Jet Propulsion Laboratory en California y el Centro Espacial Kennedy 

en Florida, estos entornos se caracterizan por sus condiciones extremadamente 

oligotróficas y de baja humedad (Satomi et al., 2006). La capacidad de Bacillus safensis 

para sobrevivir en ambientes extremos escasos de nutrientes ha sido un blanco 

importante de estudio y ha dado apertura a su aplicación en la biorremediación. Se han 

realizado investigaciones de la cepa de Bacillus safensis CFA-06 aislada del petróleo 

brasileño en la Cuenca de Campos por su capacidad de degradación de las fracciones 

aromáticas del petróleo (Fonseca et al., 2015). Bacillus safensis ZY16 una bacteria 

endófita aislada de la raíz de Chloris virgata Sw., una planta halotolerante recolectada 

en el delta del río Amarillo en China demostró capacidad de degradar hidrocarburos, 

producir biosurfactantes, tolerar altas cantidades de sal y promover el crecimiento de 

plantas (T. Wu et al., 2019). Además de poseer algunos rasgos promotores del 

crecimiento de las plantas Bacillus safensis también tiene aplicaciones biotecnológicas 

prometedoras debido a su capacidad para producir diversas enzimas industriales y 

metabolitos secundarios aplicables industrialmente (Lateef et al., 2015). 

Relacionado a los metales pesados, se han reportado cepas de Bacillus safensis 

multirresistentes a metales pesados con un alto potencial de reducción de cromo 

hexavalente (Cr6+) (Harboul et al., 2023; Kalaimurugan et al., 2020; Shafique et al., 2017). 

Bacillus safensis CCMM B629, la cual es una cepa que presentó una tolerancia a 

múltiples metales, entre ellos cromo (0.7 g/L) y plomo (1.6 g/L), eliminó completamente 

100 y 200 mg/L de Cr6+ después de 48 y 120 h, respectivamente, también se demostró 

que el mecanismo de desintoxicación de Cr6+ por Bacillus safensis CCMM B629, 

comienza con su adsorción y luego sigue su reducción en la membrana, en donde están 

involucrados los grupos funcionales hidroxilo, carboxilo, amida y fosforilo (Harboul et al., 

2023).  
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Figura  6  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 122 secuencias de especies de Bacillaceae 

basado en secuencias del gen ribosomal 16S rRNA (2000 réplicas). Rama abierta del 

grupo de Bacillus subtilis, en este grupo se clasificó la cepa LDEM064. 

 

Nota. La cepa LDEM064, creció a 1 g/L de Pb+2 y 15 g/L de Cr+6. Los demás clados 

fueron comprimidos para una mejor visualización. Hubo un total de 1275 posiciones en 

el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA11. 
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Figura  7  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 122 secuencias de especies de Bacillaceae 

basado en secuencias del gen ribosomal 16S rRNA (2000 réplicas). Rama abierta del 

grupo de B. safensis & B. australimaris, en este grupo se clasificó la cepa LDEM027. 

 

Nota. La cepa LDEM027 presentó tolerancia a 0.8 g/L de Pb+2 y 17 g/L de Cr+6. Los 

demás clados fueron comprimidos para una mejor visualización. Hubo un total de 1275 

posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA11. 

 

 

 

 

 

 



35 
 

Figura  8  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 122 secuencias de especies de Bacillaceae 

basado en secuencias del gen ribosomal 16S rRNA (2000 réplicas). Rama abierta del 

grupo de Bacillus cereus, en este grupo se clasificó la cepa LDEM040. 

 

Nota. La cepa LDEM040 presentó tolerancia a 17 g/L de Cr+6. Los demás clados fueron 

comprimidos para una mejor visualización. Hubo un total de 1275 posiciones en el 

conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA11. 
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Figura  9  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 32 secuencias de especies de Bacillus 

basado en secuencias del gen rpoB (2000 réplicas). Este grupo se clasificó la cepa 

LDEM064. 

 

Nota. La cepa LDEM064 presentó tolerancia a 1 g/L de Pb+2 y 15 g/L de Cr+6. Hubo un 

total de 737 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron 

en MEGA11. 
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Figura  10  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 46 secuencias de especies de del grupo de 

Bacillus cereus basado en secuencias del gen rpoB (2000 réplicas). Este grupo se 

clasificó la cepa LDEM040. 

 

Nota. La cepa LDEM040 presentó tolerancia a 17 g/L de Cr+6. Hubo un total de 736 

posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en 

MEGA11. 
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Figura  11  

Árbol filogenético de Evolución Mínima para 28 secuencias de especies de Bacillus 

basado en secuencias del gen rpoB (2000 réplicas). Este grupo se clasificó la cepa 

LDEM027. 

 

Nota. La cepa LDEM027 presentó tolerancia a 0.8 g/L de Pb+2 y 17 g/L de Cr+6. Hubo un 

total de 659 posiciones en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron 

en MEGA11. 
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9. CONCLUSIONES 

Se encontraron cepas bacterianas capaces de crecer a altas concentraciones de Cr+6 

(19 cepas crecieron a [15 g/L] y 9 a [17 g/L]) y de Pb+2 (8 cepas crecieron a [1 g/L] y 

14 a [0.8 g/L]). Se seleccionaron las cepas con mayor tolerancia a Cr+6 y Pb+2 a las 

cuales se les realizaron análisis de secuencias de los genes 16SrRNA y rpoB. Las 

cepas LDEM027 (tolerante a [0.8 g/L] de Pb+2 y [17 g/L] de Cr+6) y LDEM064 (tolerante 

a [1 g/L] de Pb+2 y [15 g/L] de Cr+6) fueron identificadas como Bacillus safensis, y 

Bacillus inaquosorum, respectivamente, la cepa LDEM040, tolerante a [17 g/L] de 

Cr+6, fue identificada como perteneciente al grupo de Bacillus cereus, sin embargo, 

debido a las estrechas similitudes entre las secuencias 16SrRNA y rpoB de las 

especies pertenecientes a este grupo, no fue posible su identificación a nivel de 

especie. En el caso de la cepa LDEM077, se agrupó junto a especies del grupo de 

Pseudomonas putida.  
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11. ANEXOS 

ANEXO 1. Medios utilizados.    
 
Medio Jensen libre de nitrógeno  

Solución P  
(K2HPO4 20g/L, MgSO4 20 g/L) 

10 mL 

Solución Q  
(NaCl 20 g/L) 

10 mL 

Solución R  
(CaHPO4 50 g/L) 

20 mL 

Solución D  
(FeCl3 4 g/L) 

10 mL 

Oligoelementos (H3BO3 2.86 g/L, MnSO4•4H2O 
2.03 g/L, ZnSO4•7H2O 0.22 g/L, CuSO4•5H2O 
0.08 g/L, Na2MoO4•2H2O 0.14 g/L) 

1 mL 

Agar (para medio sólido) 
 

18 g 

Agua destilada 
 

1 L 

Ajustar el pH a 6.8-7.0 con NaOH. Fuente: (Somasegaran & Hoben, 1994) 
 
 
Medios YM Y YMA  

Manitol 10 g 

Extracto de levadura 1 g 

K2HPO4 0.66 g 

Glutamato de sodio 0.5 g 

NaCl 0.05 g 

Solución T (MgSO4•7H2O 10 g/L) 10 mL 

Solución U (CaCl2 40 g/L) 1 mL 

Solución V (FeCl3•6H2O 4 g/L) 1 mL 

Agar para YMA (medio sólido) 18 g 

Agua destilada 1 L 

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 0.1 N. Fuente: (Vincent, 1970) 
 
 
Medio Luria-Bertani (LB) 

Triptona  10 g 

Extracto de levadura  5 g 

NaCl 5 g 

Agua destilada  1 L 

Ajustar a pH 7.4 con NaOH 1 N. Fuente: (Somasegaran & Hoben, 1994) 
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12. APÉNDICES 

APÉNDICE A. Espectros de WDXRF (espectrometría de fluorescencia de rayos-x 
secuencial de longitud de onda dispersiva). 
 
Muestra de suelo minero 1 

 

Muestra de suelo minero 2 
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Muestra de suelo minero 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0
1

2
3

4
5

6
7

8
1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

6
0

7
0

8
0

9
0

1
0
0

1
1
0

1
2
0

1
3
0

1
4
0

1
5
0

1
6
0

1
7
0

1
8
0

1
9
0

2
1
0

K
C

p
s

B
r 

K
A

1

P
  

K
A

1

O
  

K
A

1

K
  

K
A

1

K
  

K
B

1

R
b
 K

A
1

S
r 

K
A

1

Z
n
 K

A
1

N
a
 K

A
1

R
h
 K

A
1

R
h
 K

A
1
/C

o
m

p
to

n

R
h
 K

B
1 R

h
 K

B
1
/C

o
m

p
to

n

R
h
 L

A
1

R
h
 L

B
1

S
i 
K

A
1

S
i 
K

B
1

S
  

K
A

1

C
u
 K

A
1

M
g
 K

A
1

Z
r 

K
A

1

Z
r 

K
B

1

T
i 
K

A
1

T
i 
K

B
1A

s
 K

A
1

A
l 
K

A
1

A
l 
K

B
1

M
n
 K

A
1

F
e
 K

A
1

F
e
 K

B
1

F
e
 L

A
1

F
e
 K

A
1
/O

rd
e
r 

2

C
a
 K

A
1

C
a
 K

B
1

B
a
 L

A
1

N
i 
K

A
1

C
r 

K
A

1

R
b
 K

B
1

B
a
 K

A
1

0.50.60.70.80.912345678910111213141516171819202122232425262728293031323334

KeV

Elemento Concentración

Ca 23.90%

Si 16.90%

Al 4.39%

Fe 4.02%

K 1.04%

Mg 0.86%

Na 0.47%

Ti 0.46%

P 0.13%

S 0.11%

Mn 656 PPM

Sr 598 PPM

Zr 192 PPM

Zn 90.4 PPM

Ni 68.3 PPM

Cu 48.9 PPM

Rb 45.3 PPM

Br 32.7 PPM

As 30.9 PPM



53 
 

APÉNDICE B Morfología de cepas aisladas de suelo minero 
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APÉNDICE C Electroforesis de los genes 16S rRNA de las cepas tolerantes a los 
metales de Pb+2 y Cr+6.  
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Nota. Los productos fueron visualizados en el transiluminador con luz UV en gel de 
agarosa al 1% teñido con el colorante de ADN Midori Green Advance. 


