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cepas no lograron hacer nodular a la planta, en un medio libre de nitrógeno estas son capaces de 

crecer y desarrollarse, lo cual sugiere que estas bacterias son capaces de llevar a cabo el proceso 

de fijación de nitrógeno. 

 

Fig. 2. Bacillus sp. MH778713 (A, B, and C) y Pseudomonas putida KT2440 (D, E and F) en agar 

YMA sin cromo (VI). Cr (VI) tolerancia de Bacillus sp. MH778713 en agar YMA with 15000 

mg/kg of Cr (VI) usando un estampado en placa masivo (G, H and I) comparado con Pseudomonas 
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Fig. 3. Remoción de cromo (VI) con Bacillus sp. MH778713 usando el método de determinación 

de cromo hexavalente en agua con 1,5-Diphenyl carbazida 37°C, 130 rpm y durante 420 min. El 
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Fig. 5. Ensayo de tolerancia de plántulas de Prosopis laevigata inoculadas con Bacillus sp. 

MH778713 crecido en medio hidropónico. A) Plántulas no inoculadas en medio Jensen´s libre de 

nitrógeno como control negativo, B) Plántulas inoculadas con Bacillus sp. MH778713 en medio 

Jensen´s libre de nitrógeno, C) Plántulas inoculadas con Bacillus sp. MH778713 en medio Jensen´s 

libre de nitrógeno y expuestas a 10 mg/kg de cromo VI, D) Plántulas inoculadas con Bacillus sp. 

MH778713 en medio Jensen´s libre de nitrógeno y expuestas a 25 mg/kg de cromo VI. Esta es una 

figura representativa de 20 plantas diferentes por cada tratamiento. 

 

Fig. 6. Parámetros de crecimiento de las plántulas inoculadas y no inoculadas con Bacillus sp. 
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MH778713 expuestas a 0,10,25 mg/kg de cromo VI en medio Jensen´s libre de nitrógeno. Las 

barras de error muestran la diferencia entre 12 plantas las cuales fueron medidas durante 2 meses 

de tratamiento. 
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expuestas a Escherichia coli BL21 (DE3) como control negativo (b), Bacillus cereus MH778713 

(c) o sin ningún compuesto o cepa (a). cada experimento fue hecho por quintuplicado en tres 
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Fig. 2. Perfil de los compuestos producidos por Bacillus cereus MH778713 detectados mediante 

el análisis de GC-MS después de 24 y 48 h de incubación. 

Fig. 3. Análisis de la promoción de la germinación de Bacillus cereus MH778713 y los compuestos 

tetracosane, heneicosane, hentriacontane y 2,4-Di-tert-butyl phenol en semillas expuestas al estrés 

por  cromo. Semillas de Prosopis laevigata en cajas bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, 

para su germinación en agar agua el cual contiene una concentración de 2500 mg L-1 of Cr. 

Escherichia coli BL21 (DE3) como control negativo (a), Bacillus cereus MH778713 como control 

positivo (b), tetracosane (c), heneicosane (d), hentriacontane (e), y 2,4-Di-tert-butyl fenol (f). El 

análisis de la promoción de la germinación de los diferentes compuestos orgánicos volátiles  

(VOCs) fue hecho por quintuplicado en tres experimentos diferentes. 

Fig. 4. Análisis de la promoción de la germinación de semillas estimuladas por los compuestos 

volátiles orgánicos heneicosane, tetracosane, hentriacontane, 2,4-Di-tert-butyl fenol y compuestos 

volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713. Semillas de Prosopis laevigata en cajas 

bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, para su germinación en agar agua el cual contiene una 

concentración de 2500 mg L-1 of Cr. El análisis de la promoción de la germinación de los diferentes 

VOCs fue hecho por quintuplicado en tres experimentos diferentes. Diferentes letras indican la 
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diferencia significativa entre los diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las semillas de 

Prosopis laevigata, con un nivel de confianza de  P= 0.05. 

 

Fig. 5. Análisis de la promoción del crecimiento de las plántulas estimuladas por los compuestos 

volátiles orgánicos heneicosane, tetracosane, hentriacontane, 2,4-Di-tert-butyl fenol y compuestos 

volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713. Semillas de Prosopis laevigata en cajas 

bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, para su germinación las semillas fueron embebidas en 

agar agua. El análisis de la promoción de la germinación de los diferentes VOCs fue hecho por 

quintuplicado en tres experimentos diferentes. Las diferentes letras indican la diferencia 

significativa entre los diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las semillas de Prosopis 

laevigata, con un nivel de confianza de P= 0.05. 
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Fig 1. Muestra la actividad antifúngica de Bacillus cereus MH778713, a) muestra el crecimiento 

miceliar de Fusarium sp.; b)Muestra la inhibición del crecimiento de Bacillus cereus MH778713 

frente a Fusarium sp. 

Fig 2. Muestra la actividad antifúngica de Bacillus cereus MH778713 (C) y los controles negativos 

(A) placas de Petri bipartidas sin inocular y placas de Petri bipartidas inoculadas con E. coli BL21 

DE3 (B). 

Fig 3. Muestra la actividad antifúngica de los COVs producidos por Bacillus cereus MH7787133, 

(d) Hentriacontane, (e) Heneicosane , (f) Tetracosane y los controles negativos (a) placas de Petri 

bipartidas sin inocular y placas de Petri bipartidas inoculadas con E. coli BL21 DE3 (b) y el control 

positivo placas de Petri bipartidas inoculadas con Bacillus cereus MH778713 (c). 

Fig 4. Diferencia en la medición del crecimiento radial de la colonia de Fusarium  sp. al ser co-

cultivado durante tres días en cajas bipartidas con  Bacillus cereus MH778713; n=15. 
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RESUMEN 

Los organismos presentes en un nicho ecológico son capaces de entablar una estrecha 

comunicación entre ellos mediante la síntesis y emisión de compuestos orgánicos e inorgánicos, 

de los cuales su actividad biológica se ha estudiado y se ha establecido de manera reciente, estos 

compuestos juegan un papel muy importante en la interacción de todos los individuos de un nicho 

ecológico. 

 

Las plantas son capaces de entablar una estrecha comunicación entre ellas y con bacterias que se 

encuentran presentes en determinado nicho ecológico cuando estas producen compuestos 

orgánicos volátiles (COVs), los cuales son considerados como desencadenantes de una cascada de 

señalización en las plantas, este proceso esta directamente relacionado con el desarrollo de la raíz, 

el desarrollo de la planta, la regulación hormonal, la obtención de nutrientes, la inducción de la 

respuesta sistémica y la producción de compuestos antifúngicos. 

 

Un solo compuesto volátil orgánico es capaz de desencadenar varias respuestas en la planta, por 

ejemplo estimular el crecimiento vegetal y desencadenar la respuesta sistémica inducida en estas, 

estos compuestos modulan el encendido y apagado de diferentes procesos esenciales para la planta, 

pasando del encendido de la actividad de promoción de crecimiento, el desarrollo, el apagado de 

esta función y el encendido del proceso de defensa frente a fitopatógenos.  

 

Las plantas tienen la capacidad de entablar comunicación entre ellas y las bacterias del suelo 

mediante la producción COVs los cuales son producidos en la raíz de estas, estos compuestos 

llevan a acabo funciones como metabolitos de defensa, fuentes de carbono y quimioatrayentes, la 

producción de estos compuestos permite la interacción entre las Rizobacterias y las plantas a larga 

distancia, procurando la atracción de microorganismos benéficos para estas, sin embargo todavía 

no esta bien dilucidado el mecanismo ,quizás  la concentración y la mezcla de estas moléculas 

podría ser la clave en este proceso.  

En la subcuenca del río Nexapa en Puebla, México, crece una población de árboles de Prosopis 

laevigata, esta población de árboles es capaz de crecer y desarrollarse a pesar de que la zona se 

encuentra contaminada con altas concentraciones de metales pesados como Aluminio, Hierro, 

Titanio, Zinc y Cromo, Prosopis laevigata  es una planta hiperacumuladora de metales pesados 
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como  Al, Fe, Ti y Zn. De nódulos de árboles jóvenes de esta población de Prosopis laevigata fue 

aislado Bacillus cereus MH778713, una bacteria hipertolerante a altas concentraciones de Cromo 

VI (15 000 mg Kg-1), Aluminio (10 000 mg Kg-1), Hierro (1500 mg Kg-1) y Zinc (300 mg Kg-1).  

La germinación de semillas de Prosopis laevigata es inhibida cuando estas se encuentran 

embebidas en altas concentraciones de cromo VI (2500 mg L-1). Bacillus cereus MH778713 brinda 

protección y promueve la ruptura de la dormacia de la semilla de Mezquite mediante la producción 

de compuestos volátiles orgánicos (COVs), Bacillus cereus MH778713 mostró mediante un 

análisis de CG-EM un perfil de 33 compuestos volátiles orgánicos, de los cuales fueron probados 

cuatro de los compuestos más abundantes presentes en el perfil de producción de COVs de Bacillus 

cereus MH778713, se realizarón ensayos del efecto de estos compuestos en la ruptura de la 

dormancia de la semilla expuesta a estrés por cromo VI y su efecto de promoción de crecimiento 

en plántulas de Prosopis laevigata. El tetracosane, hentriacontane y heneicosane fueron los más 

efectivos, estos compuestos son de origen alquílico y cadena larga. 

Los COVs además de promover el crecimiento vegetal pueden ejercer un efecto antagónico frente 

a organismos fitopatógenos, por lo tanto el aislado Bacillus cereus MH778713 fue probado frente 

a un hongo patógeno de interés económico como Fusarium sp. 

Bacillus cereus MH778713 y los compuestos tetracosane, hentriacontane y heneicosane, fueron 

evaluados en su potencial como inhibidores del crecimiento miceliar de  Fusarium sp., mostrando 

una mayor eficacia los compuestos hentriacontane y heneicosane en la inhibición del crecimiento 

miceliar de Fusarium sp.  

Bacillus cereus MH778713 es una bacteria benéfica para Prosopis laevigata, asiste al Mesquite 

mediante la producción de compuestos orgánicos volátiles, los cuales son los responsables de 

desencadenar la cascada de señalización que es responsable de la ruptura  de la dormancia de 

semillas de Prosopis laevigata a pesar del estrés por metales pesados, por lo tanto esto explica que 

una población de Mesquite se haya desarrollado en un nicho ecológico contaminado con altas 

concentraciones de metales pesados. Los COVs  de Bacillus cereus MH778713 son capaces de 

promover el crecimiento vegetal y de inhibir le crecimiento de fitopatógenos como Fusarium sp., 

por lo tanto esta asociación bacteria planta son una buena alternativa para la fitorremediación de 

suelos contaminados con metales pesados. Mientras que Bacillus cereus MH778713 es una 

propuesta atractiva como inoculante para la promoción del crecimiento vegetal y agente de 

biocontrol de fitopatógenos. 
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OBJETIVO GENERAL  

Conformación de una colección de aislados tolerantes a metales pesados (Cr, Fe y Zn) de nódulos 

de una población de árboles jóvenes de Prosopis laevigata los cuales se encuentran en una zona 

contaminada con altas concentraciones de metales pesados. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Analizar la tolerancia de los aislados a altas concentraciones de metales pesados y determinar los 

aislados hipertolerantes a Cr, Fe y Zn. 

Analizar el género al que pertenecen los aislados hipertolerantes a Cr, Fe y Zn. 

Analizar la tolerancia del asilado Bacillus cereus MH778713 a altas concentraciones de Aluminio. 

Analizar la promoción de la geminación Bacillus cereus MH778713 en semillas de Prosopis 

laevigata embebidas en altas concentraciones de cromo.  

Analizar el perfil de producción de Compuestos volátiles orgánicos (COVs) de  Bacillus cereus 

MH778713 mediante la técnica CG-EM, frente a semillas de Prosopis laevigata embebidas en 

altas concentraciones de cromo. 

Analizar actividad de  promoción de la germinación y crecimiento de COVs del perfil de Bacillus 

cereus MH778713 en semillas de Prosopis laevigata embebidas en altas concentraciones de 

cromo. 

Analizar el efecto de  Bacillus cereus MH778713 en la inhibición del crecimiento miceliar de 

Fusarium sp. 

Analizar el perfil de producción de Compuestos volátiles orgánicos (COVs) de  Bacillus cereus 

MH778713 mediante la técnica CG-EM frente a Fusarium sp. 

Analizar el efecto de COVs de Bacillus cereus MH778713 en la inhibición del crecimiento 

miceliar de Fusarium sp. 

HIPOTESIS 

Bacterias aisladas de una población de árboles de Prosopis laevigata son hipertolerantes a altas 

concentraciones de metales pesados y podrían tener un rol importante en la adaptación y el 

desarrollo de esta población de árboles en una zona contaminada con altas concentraciones de 

metales pesados. 
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JUSTIFICACIÓN  

La contaminación por metales pesados es un grave problema para la salud humana a nivel mundial, 

el aumento en la incidencia de algunos tipos de cáncer en el mundo esta directamente relacionada 

con este problema, existen plantas que se han descrito como acumuladoras de altas 

concentraciones de metales pesados como el género Prosopis, las plantas de mezquite son flora 

nativa de 30 de los 33 estados de la Republica Mexicana, es un planta que representa un valioso 

recurso natural de esta zonas y es capaz de crecer y desarrollarse en altas concentraciones de 

metales pesados, sin embargo existe muy poca literatura acerca de los microorganismos que se 

encuentran en asociación a esta planta, los cuales le podrían ayudar a adaptarse y protegerse frente 

a las altas concentraciones de metales pesados. 
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ESQUEMA DE TRABAJO  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

 

“Bacillus cereus MH778713 hipertolerante a cromo asiste en la  fitorremediación de suelos 

contaminados con metales pesados”. 

CAPÍTULO 1.  

INTRODUCCIÓN 

Con el rápido desarrollo de la industria y el mal manejo de los residuos, el suelo y el agua se 

encuentran contaminados con compuestos orgánicos y metales pesados, los cuales tienen un efecto 

tóxico permanente para los ecosistemas y la salud humana (Kalbitz y Wennrich. 1998; Clarent et 

al., 2011; Mahar et al., 2016). En las zonas áridas y semiáridas la mayor fuente de metales pesados 

son el uso de pesticidas para el control de plagas en las plantas, la minería y el inadecuado manejo 

de los residuos industriales. La vulnerabilidad de estos ecosistemas esta directamente relacionada 

con la falta de agua (Everst, 1997), la escases de agua característica  de las zonas áridas y 

semiáridas hacen que estos ecosistemas sean fácilmente afectados por la presencia de elementos 

tóxicos. Metales pesados se le denomina a un grupo de elementos con una densidad atómica más 

grande de 6g/cm3 (Álvarez et al., 2003). Estos metales incluyen al Plomo (Pb), Cadmio (Cd), 

Níquel (Ni), Cobalto (Co), Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cromo (Cr), Plata (Ag), Titanio (Ti) y Cobre 

(Cu). El cromo es usado en el proceso de galvanizado, el curtido del cuero y el teñido textil. La 

concentración en los efluentes contaminados con cromo puede alcanzar entre 20000-75000 ng/mL 

(Goed y Govil, 2018). Las formas más estables y abundantes de cromo en la naturaleza son el 

cromo III y cromo VI siendo este ultimo el más tóxico (Kotas y Satasicka, 2000). 

Las técnicas convencionales de remediación del suelo como la excavación, lixiviación, extracción 

y lavado del suelo son técnicas inadecuadas, costosas y comúnmente involucran el 

almacenamiento de efluentes contaminados en áreas designadas, posponiendo más que 

resolviendo el problema. (Ullah et al., 2015; Wang et al., 2017).  El uso de plantas para la 

extracción de metales (fitorremediación) es una alternativa segura costo/efectivo para remoción 

del exceso de metales pesados de suelo y agua (Caney et al., 1997; Glass1999; Mulligan et al., 

2001).  Hay dos tipos de plantas aptas para la fitorremediación, las productoras de biomasa y las 

hiperacumuladoras; ambas remueven los metales pesados, por medio de la raíz y posteriormente 

los movilizan a las partes aéreas de las plantas.  Las plantas hiperacumuladoras pueden acumular 

uno a más elementos inorgánicos tóxicos en cantidades hasta 100 veces superior al de otras 

especies que crecen bajo las mismas condiciones (Cappa y Pilon-Smit, 2014) por su capacidad 
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como interceptores y acumuladores de químicos, estas especies vegetales pueden ser usadas como 

monitores pasivos en áreas contaminadas con metales pesados (Alvarez et al., 2003; Marques et 

al., 2003). 

Prosopis sp. comúnmente conocido como Mesquite, puede tolerar sequia, pH alcalino, 

temperaturas extremas y altas concentraciones de sal. El Mesquite es flora nativa en áreas con 

déficit hídrico, donde son un recurso económico valioso.  Estos árboles producen una cantidad 

muy grande de biomasa de hasta 14.5 T/ha/yr en condiciones áridas (Felker et al., 1983).  En 

diversos ensayos se ha demostrado la habilidad de Prosopis sp para tolerar, traslocar e 

hiperacumular metales pesados como Plomo (Jayaram y Prasad, 2009), Arsénico (Aldrich et al., 

2003, 2007; Gardea-Torresdey et al., 2004; Mokgalaka et al., 2008), Cobre (Nivethitha et al., 2002; 

Zappala et al., 2014), Zinc (Nivethitha et al., 2002) y la capacidad de reducir Cromo (VI) a cromo 

(III) (Aldrich et al., 2003). Prosopis julifora, es un árbol perene nativo de Sudamérica (Saijad et 

al., 2012), ha sido estudiado como posible bioindicador de la contaminación del suelo 

(Senthikumar et al., 2005). 

Diversos microorganismos tienen una habilidad excepcional para adaptarse a ambientes 

contaminados por metales pesados, estos microorganismos han desarrollado la capacidad de 

protegerse a si mismos de la toxicidad de los metales pesados mediante mecanismos como la 

absorción, metilación y reducción del metal pesado en cuestión. La reducción de cromo VI a cromo 

III es una de las estrategias empleada por bacterias como Acinetobacter sp, Pseudomonas sp y 

Bacillus sp. (Francisco et al., 2002; Rajkumar y Nagendran, 2005; Rehman et al., 2008), estos 

microorganismos tienen la capacidad de remediar suelos contaminados con metales pesados (Park 

et al., 2011). El sinergismo entre plantas y los microorganismos asociados a la rizosfera puede ser 

usado para remover contaminantes tóxicos, realizando así el proceso de fitorremediación (Ashaf 

et al., 2017).  

La interacción entre microorganismos tolerantes a metales y plantas hiperacumuladoras trabajando 

juntos en un ambiente natural es escasamente estudiada, en este trabajo describimos los niveles de 

metales pesados prevalentes en un suelo rizosférico y no rizosférico de una zona semiárida, la 

capacidad natural del Mesquite de híperacumular metales pesados y los niveles de acumulación en 

diferentes tejidos de plantas que crecieron en una zona contaminada con metales pesados, la 

diversidad microbiana de bacterias tolerantes a metales pesados como Fe, Zn y Cr, la capacidad 
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de remoción de cromo VI que exhibe un aislado de la colección y la asistencia que podría proveer 

a la planta frente al estrés por metales pesados. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

Sitio de muestreo. 

El sitio de muestreo se encuentra sobre la subcuenca del río Nexapa en la localidad de Chietla, 

Puebla, México. Los suelos que se caracterizaron y las plantas de Prosopis laevigata que fueron 

caracterizadas pertenecen a esta región, los árboles jóvenes se encontraban nódulados, mientras 

que los árboles adultos no se encontraban nódulados; de los árboles nódulados se obtuvieron los 

aislados de este trabajo. Las muestras de hojas de los árboles fueron obtenidas a 2 metros de los 

suelos de las ramas principales del árbol, las muestras de tallo fueron obtenidas a 1.2 metros del 

tronco del árbol, los muestras de raíz fueron obtenidas  a 50 centímetros de profundidad del suelo, 

mientras que las muestras de suelo rizosférico y no rizosférico fueron obtenidas a 20 cm de 

profundidad. 

Realización de una colección de aislados de nódulos de Prosopis laevigata 

89 aislados fueron recuperados de nódulos de Prosopis laevigata en agar YMA (Vincent., 1970) 

a 28°C durante 24 horas. Los cuales fueron analizados en su pureza y examinadas al microscopio.  

Análisis de nodulación. 

El análisis de nodulación se evaluó en Macroptilium atropurpureum, las semillas se escarificaron 

con H2SO4 al 98% durante 20 minutos y se enjuagaron 10 veces con agua destilada estéril, para su 

geminación se colocáron en agar agua (0.75% v/v) en cajas de Petri durante tres días. Después 

fueron  transferidas a tubos con medio Jensen libre de nitrógeno (20 ml agar/30 ml medio) y fueron 

inoculadas con 1x106 UFC de un aislado de la colección.  

Para la inoculación de las plántulas se colocó una colonia pura de cada aislado en medio YM para 

realizar un cultivo o/n , las células fueron centrifugadas y lavadas con agua destilada estéril 1x106 

UFC fueron colocadas en cada tubo para determinar la capacidad de nodulación de cada aislado, 

este análisis se realizó por triplicado para cada aislado. 

Tinción de Schaeffer-Fulton   

La tinción de Schaeffer-Fulton se realizó para el aislado MH778713 de la colección con verde de 

malaquita para la observación de las endósporas (Schaeffer y Fulton. 1933). 
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Amplificación del gen 16S rRNA  

El DNA total se extrajo de un cultivo de los aislados MH778713, MH778712, LEM1004, 

LEM1080, LEM1083 y LEM1085 o/n a 28°C en 15 ml de medio YM, usando el Wizard Genomic 

DNA Purification kit (Promega, corporation, USA) usando las instrucciones de la casa comercial, 

el DNA fue guardado a 4°C. 

La amplificación del gen 16S rRNA se realizó usando los oligonucleótidos UN27F (5´-

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´); UN1392(5´-CAGGGCGGTGTGTACA-3´) (Morales et 

al., 2011), en un volumen de reacción de 25µL, usando la enzima de alta fidelidad Phusion DNA 

polimerasa (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, en un termociclador 

2400 GeneAmp PCR System, Perkin Elmer thermocicler. Las condiciones de PCR fueron una 

activación a 95°C por 3 min, desnaturalización a 95°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. Los productos 

de amplificación fueron visualizados en el transiluminador con luz UV en un gel de electroforesis 

teñido con bromuro de etidio, se determinó el tamaño de los productos en 1365 pb usando el 

marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). Los productos 

fueron purificados con el kit Quick PCR Purification Kit  (Quiagen Hilden, Germany). Las 

secuencias se obtuvieron en la unidad de servicios del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Alineamiento de la secuencias nucleotídicas. 

Las secuencias obtenidas para 6 aislados fueron comparadas con otras especies del género Bacillus 

en el GenBank/EMBL/DDBJ database, Bacillus cereus MH778713 tiene el número de acceso 

MH778713. 

 Análisis de Espectrometría de fluorescencia de longitud de onda dispersiva (FRX) 

Las muestras de vaina, hoja, tallo y raíz fueron preparadas para el análisis FRX elemental; lavando 

con agua destilada estéril todos los tejidos para eliminar impurezas, enjuagadas con agua 

tridestilada estéril y secadas a 50 °C por 15 días, después fueron incinerados 10 g de muestra y 

colocados a 500 °C durante 48 horas en una mufla (THERMO CIENTIFIC TERMOLINE 

F47954). Las muestras fueron cernidas en un tamiz para obtener partículas de ~ 63 µm, después 

cada muestra fue homogeneizada y se preparó un gramo de esta para formar el pellet, cada pellet 
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tiene 13 mm de diámetro y fue prensado a una presión de 100-110 kg/cm2 en una prensa mecánica 

frontal (BIMEX). 

La composición química de las tabletas fue analizada por Espectrometría de fluorescencia en un 

espectrómetro de fluorescencia de longitud de onda dispersiva,  de la marca BRUKER S8 TIGGER 

con Rh radiación y contador de cintilación (elementos pesados). El tiempo de análisis por cada 

muestra fue de 20 min. Los parámetros fundamentales. La cuantificación de los elementos fue 

obtenida usando el software Quant exprés, usando un estándar certificado denominado STG2. 

Evaluación de la tolerancia de los aislados a Cromo, Hierro, Zinc y Aluminio. 

 Los 89 aislados fueron evaluados en cuanto a su tolerancia a diferentes concentraciones de Cromo 

(10-15000 mg Kg-1), Hierro (10-1500 mg Kg-1), Zinc (10-300 mg Kg-1) y Aluminio (1000-10000 

mg Kg-1), en placas de Petri con YMA adicionado con las diferentes concentraciones de metales 

pesados, para conocer la concentración mínima inhibitoria de cada uno de los metales, este 

procedimiento fue evaluado usando un estampado masivo Drop Plate, basado en diluciones 

seriadas del cultivo o/n, este análisis se realizó por triplicado para cada aislado y para cada metal. 

Ensayos de bioabsorción  

Los ensayos de bioabsorción se realizarón para la cepa Bacillus cereus MH778713, estos ensayos 

se hicieron usando diferentes concentraciones de cromo VI (55, 218, 664, 905, 998 y 1474 mg Kg-

1), agua tridestilada estéril y 1 g (3x 1013 UFC) de biomasa (Bacillus cereus  MH778713), cada 

matraz se mantuvo en agitación constante durante todo el experimento a 130 rpm, la concentración 

residual de Cromo VI se monitoreo durante 7 horas, midiendo dicha concentración mediante la 

densidad óptica de la solución con la ayuda de un acomplejante (1,5 difenil carbaziba) a 540 nm 

en un espectrofotómetro JENWAY UV-VIS 6305 usando el método descrito por Bankar en 

(Bankar et al., 2009). Para determinar el aislado Bacillus cereus MH778713 era capaz de 

sobrevivir a altas concentraciones de cromo se realizó la determinación de supervivencia celular 

haciendo diluciones seriadas al final del experimento, de cada concentración se tomaron 100µl 

para determinar las UFC/g usando la ecuación descrita por Schell and Beermann (Schell y 

Beermann. 2014). Usando como controles negativos una solución con una concentración conocida 

de cromo a la cual no se le adicionó biomasa y la cual se monitoreo durante todo el experimento, 

usando la misma técnica. 
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Ensayos de tolerancia de las plantas a Cromo. 

Los ensayos en plantas se hicieron utilizando plántulas de Prosopis laevigata, las semillas se 

escarificaron con H2SO4 al 98% durante 20 minutos y se enjuagaron 10 veces con agua destilada 

estéril, las semillas para su geminación se colocáron en agar agua (0.75% v/v) en cajas de Petri 

durante tres días, para después ser transferidas a tubos con medio Jensen libre de nitrógeno en 

botellas de 250 ml con medio liquido. Una colonia pura de Bacillus cereus MH778713 fue 

inoculada en medio YM en un cultivo o/n y después 1x106 UFC fueron colocadas en cada botella 

midiendo la tolerancia de las plantas a diferentes concentraciones de cromo (0-1500 mg Kg-1), 

este análisis se realizó por triplicado para cada aislado y para cada concentración, con un total de 

20 plántulas. Las plántulas fueron incubadas a 20°C con un ciclo de 16 horas de luz x 8 horas de 

oscuridad por 2 meses, después de dos meses de mantenimiento de las plantas fueron medidas las 

longitudes de las hojas, tallos y raíces, además se determinó su peso fresco y seco.  

 

RESULTADOS  

Los análisis de rayos x- de fluorescencia de longitud de onda dispersiva son una poderosa 

herramienta cualitativa y cuantitativa, de análisis elemental. Los árboles en vida libre de Prosopis 

laevigata son capaces de crecer en suelos contaminados con metales pesados, en la Tabla 1 se 

observan las elevadas concentraciones de elementos encontrados en el suelo del sitio de muestreo, 

así como los valores de los elementos encontrados en los diferentes tejidos del árbol (raíz, tallo, 

hojas y vaina) y los valores de referencia encontrados en la bibliografía (Kabata., 2001).  Los 

elementos como Fe, Zn, Al, Cr y Ti fueron encontrados en altos niveles en suelo rizosférico y no 

rizosférico. El Al, Cr y Ti en altas concentraciones confirma que el terreno se encuentra 

contaminado con metales pesados. Mientras que los análisis realizados a los tejidos de árboles 

adultos muestra la capacidad de Prosopis laevigata de hiperacumular metales pesados como Al, 

Fe, Ti y Zn, mientras que la vaina es el tejido que muestra una muy alta concentración de estos 

metales, el elemento cromo no fue detectado de manera cuantitativa en ningún tejido de la planta 

a pesar de que en el suelo rizosférico se encontraba en una muy alta concentración de hasta 208 

mg kg-1 y en el suelo no-rizosférico hasta 435 mg kg-1. Resultados similares fueron encontrados 

en árboles jóvenes de la misma zona de muestreo (Tabla suplementaria 1), los difractogramas de 

rayos x- de fluorescencia de longitud de onda dispersiva se muestran en las figuras 

suplementarias 1-7. 
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Tabla 1. Contenido de metales pesados en sedimento, suelo y tejidos de la arboles maduros de 

Mesquite. La concentración de metales pesados esta dada en mg/kg. El sedimento corresponde a 

las muestras del rio Nexapa, el contenido del suelo rhizosferico tomado a 300 metros de el rio 

Nexapa, suelo no rhizosferico las muestras fueron tomadas a 200 metros del rio Nexapa y el suelo 

rhizosferico tomado de el lugar de toma de muestra. Los difractogramas se muestran en las figuras 

S1-S7. Los valores de referencia de los metales pesados se muestran en las columnas R plant y R 

soil en la tabla (Kabata y Pendias. 2010). 

 

Los árboles de Prosopis laevigata son la flora dominante en este terreno contaminado con metales 

pesados, lo cual sugiere una capacidad de adaptación de esta planta en este ambiente hostil. 

Prosopis laevigata y sus microorganismos asociados podrían ser la respuesta de la adaptación de 

esta planta al estrés por metales pesados, por lo cual se decidió estudiar la biodiversidad asociada 

a los nódulos de árboles jóvenes de Prosopis laevigata y la tolerancia de estos a diferentes metales 

pesados, como Aluminio, Hierro, Cromo y Zinc. Se obtuvieron 88 aislados los cuales no son 

capaces de inducir la nodulación, pero si de fijar nitrógeno ya que las plantas inoculadas crecieron 

en medio libre de nitrógeno Figura 1. 

Elemento Sedimento 

(mg/Kg)  

Suelo no 

rizosférico 

(mg/Kg) 

Suelo 

Rizosférico 

(mg/Kg) 

Raíz 

(mg/Kg) 

Tallo 

(mg/Kg) 
 

Hoja 

 (mg/Kg) 

Vaina 

(mg/Kg) 

R Planta 

(mg/Kg) 

R Suelo 

(mg/Kg) 

Al 5.29 x104 4.43 x104 6.18 x104 4.1 x103 ----- 3.4 x103 ------ 1x103 1x105 

Fe 4.55x104 4.36 x104 5.13 x104 9.6 x103 3.2 x103 4.3 x103 1.4 x104 1200 500 

Ti 5 x103 4.9 x103 5.3 x103 <20 ----- <20 1.6 x103 80 9x103 

Cr 862 435 208 <20 ----- ----- ----- 0.2 50 

Zn 154 108 174 638 <20 928 2.5 x103 20 120 

Cu 135 <20 66.9 729 ----- ------ 765 1500 100 

Ni  218 <20 ----- <20 ---- ----- ---- 100 90 

Zr ----- <20 ----- ----- ----- ----- 47.5 12 500 
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Fig 1.Test de nodulación en Macroptilum atropurpureum, muestra como a pesar de que las 89 

cepas no lograron hacer nodular a la planta, en un medio libre de nitrógeno estas son capaces de 

crecer y desarrollarse, lo cual indica que estas son capaces de llevar a cabo el proceso de fijación 

de nitrógeno. 

La interacción de bacterias metal-tolerantes con plantas hipertolerantes a metales pesados, puede 

ser la clave para el desarrollo de nuevas herramientas para la fitorremediación, Bacillus cereus 

MH778713 es tolerante a altas concentraciones de metales pesados como Al, Fe, Zn y Cr Tablas 

2-4, así como otros aislados de la colección Tablas 2-4. Todos los aislados son tolerantes a 300 

mg/kg de Zn, mientras que Bacillus cereus MH778713 es tolerante a 2000 mg/kg Tabla 2; todos 

los aislados son tolerantes a 500 mg/kg de Fe, mientras que Bacillus cereus MH778713 es tolerante 

a 1000 mg/kg de Fe Tabla 3; toda la colección es tolerante a 1500 mg/kg de Cr, mientras que 

Bacillus cereus MH778713 es tolerante a 15000 mg/kg de Cr VI Tabla 4. Bacillus cereus 

MH778713 es tolerante a 1000 mg/kg de Al Figura suplementaria 10. 

Tabla 2.  Tolerancia a hierro. Los 88 aislados son tolerantes a 500 ppm de hierro, 19 aislados son 

tolerantes a 1000 ppm. Los valores representan las UFC en 1 ml de medio YMA. 

Número 

de aislado 

100 

mg/l 

200 

mg/l 

300 

mg/l 

400  

mg/l 

500 

mg/l 

750 

mg/l 

1000 

mg/l 

1001 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 3x107 

1004 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 6x107 

1005 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 3x107 

1010 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1012 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 5x102 
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1013 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1014 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1017 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1020 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1022 +++ ++ +++ +++ +++ +++ 1x107 

1037 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 15x107 

1041 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 4x107 

1083 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 19x107 

1085 +++ +++ +++ +++ ++ +++ 16x107 

1086 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 15x107 

1088 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 3x103 

1089 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 14x107 

 

Tabla 3. Tolerancia a cromo VI, todos nuestros aislados toleran hasta 300 ppm de Zinc. Los 

valores representan las UFC en 1 ml medio YMA. 15 de nuestros aislados toleran hasta 2000 ppm 

de Zn. 

Número de 

aislado 

100 

mg/l 

250 

mg/l 

500 

mg/l 

1000 

mg/l 

1500 

mg/l 

2000 

mg/l 

1004 +++ +++ +++ 6x109 1.2x107 6x105 

1009 +++ +++ +++ 6x109 2.4x107 2x105 

1034 +++ +++ +++ 1x109 1.2x109 1.4x105 

1036 +++ +++ +++ 2x109 2x109 4x107 

1046 +++ +++ +++ 1x109 8x107 6x105 

1058 +++ +++ +++ 1.8x109 2.2x109 2x105 

1059 +++ +++ +++ 4x109 2.4x109 4x109 

1069 +++ +++ +++ 1.2x1019 8x107 2x105 

1080 +++ +++ +++ 1.6x109 1x109 1.4x107 

1082 +++ +++ +++ 1.7x109 4x107 6x105 

1083 +++ +++ +++ 1.7x107 6x108 1.6x107 

1084 +++ +++ +++ 6x109 6x107 6x105 
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1085 +++ +++ +++ 1.2x109 1.6x108 3x107 

1086 +++ +++ +++ 2x109 1.4x108 1.2x107 

1088 +++ +++ +++ 1.6x1010 1.8x109 4x107 

 

Tabla 4. Los valores representan las UFC en 1 ml de medio YMA. Los 88 aislados son tolerantes 

a 1500 ppm. 9 de nuestros aislados toleran hasta 10,000 ppm de Cr (VI). 

 
Aislado 10000 

mg/l 
 

10500 

mg/l 
 

11000 

mg/l 
 

11500 

mg/l 

12000 

mg/l 

13000 

mg/l 

14000 

mg/l 

15000 

mg/l 

1004 2x105 1x103 4x103 2x102 NG NG 
  

1054 2x102 1x102 NG NG NG NG 
  

1080 6x106 4x103 NG NG NG NG 
  

1083 1x106 2x102 NG NG NG NG 
  

1085 2x102 NG NG NG NG NG 
  

1088 2x1011 1.5x1011 1x1011 18x1010 14x1010 10x1010 10x1010 8x109 

 

El crecimiento de Bacillus cereus MH778713 se comparó con el de Pseudomonas putida KT2440 

ya que en un análisis in silico se demostró la presencia de genes de relacionados con la resistencia 

a metales pesados en esta bacteria (Canovas et al., 2003). En medio con agar YMA adicionado con 

15000 mg/kg de Cromo VI, se encontró que Pseudomonas putida KT2440 no es capaz de crecer 

en esta muy elevada concentración de cromo VI, mientras que Bacillus cereus MH778713 es capaz 

de crecer y desarrollarse hasta en una concentración de 1x109 UFC Figura 2. 
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Fig 2. Bacillus cereus MH778713 (A, B, and C) y Pseudomonas putida KT2440 (D, E and F) en 

agar YMA sin cromo (VI). Cr (VI) tolerancia de Bacillus cereus MH778713 en agar YMA con 

15000 mg/kg of Cr (VI) usando un estampado en placa masivo (G, H and I) comparado con 

Pseudomonas putida KT2440 (J, K, and L). 

 

Se determinó la capacidad de absorción de cromo VI en Bacillus cereus MH778713 mediante el 

método colorimétrico de la 1,5 – Difenil carbazida, el control negativo nunca cambio su DO 

durante todo el experimento( el control negativo consto de un matraz con una concentración 

conocida de cromo, el cual no contenía biomasa y que fue colocado bajo las mismas condiciones 

del experimento y su DO fue monitoreada durante 7 horas), la determinación de la concentración 

absorbida de cromo se muestra en la Figuras suplementarias 9 a, b y c. La determinación de la 

concentración bioabsorbida en el equilibrio se muestra en la Figura 4, en la cual se muestra la 

isoterma de tipo Lagmuir con una R2= 0.99 lo cual demuestra que se ajusta perfectamente, con 

una capacidad de absorción de (As)116 mg de Cr VI/g de célula. La supervivencia de las células 

después de 7 horas  exposición  a cromo VI fue de un 85%  (3 x1011 UFC) Figura suplementaria 

S8, en todas las concentraciones Bacillus cereus MH778713 fue capaz de absorber más del 65% 

del cromo a las diferentes concentraciones a las que se expuso, con un máximo de absorción de un 

95% a la concentración de 218 mg/L Figura 5 y Figura suplementaria S9.  

 
Fig 3. Remoción de cromo (VI) con Bacillus sp. MH778713 usando el método de determinación 

de cromo hexavalente en agua con 1,5-Diphenyl carbazida 37°C, 130 rpm y durante 420 min. El 

ensayo de bioabsorción es representado mediante la isoterma del tipo Lagmuir el cual muestra una 

As= 116 mg/g de biomasa. 
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Fig 4. Representa el porcentaje de cromo captado por el aislado Bacillus cereus  MH778713 en un 

medio acuoso y expuesto a diferentes concentraciones de cromo VI. La concentración en donde se 

presentó la mejor remoción de cromo VI fue de 91%, la tabla representa la diferencia entre tres 

mediciones diferentes. 

La capacidad de fijación de nitrógeno se realizó in vitro en plantas de Prosopis laevigata no 

inoculadas e  inoculadas con Bacillus cereus MH778713, expuestas a 0,10 y 25 mg/L de cromo 

VI, las plantas que no fueron inoculadas con Bacillus cereus MH778713 no se desarrollaron 

después de tres días en exposición a cromo VI, mientras que aquellas que no fueron inoculadas 

pero no se expusieron a Cr VI murieron al estar en medio Jensen´s libre de nitrógeno, las plantas 

que fueron inoculadas con Bacillus cereus MH778713 y se expusieron a cromo VI sobrevivieron 

y pudieron desarrollar hojas verdaderas, aquellas que no se expusieron a Cr VI pero fueron 

inoculadas también sobrevivieron y se desarrollaron mejor que las expuestas a Cr VI, el tamaño y 

el peso de las plantas inoculadas versus las no inoculadas fue mayor, como se puede observar en 

la Figura 6 y 7. 
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Fig 5. Ensayo de tolerancia de plántulas de Prosopis laevigata inoculadas con Bacillus cereus 

MH778713 crecido en medio hidropónico. A) Plántulas no inoculadas en medio Jensen´s libre de 

nitrógeno como control negativo, B) Plántulas inoculadas con Bacillus cereus MH778713 en 

medio Jensen´s libre de nitrógeno, C) Plántulas inoculadas con Bacillus cereus MH778713 en 

medio Jensen´s libre de nitrógeno y expuestas a 10 mg/kg de cromo VI, D) Plántulas inoculadas 

con Bacillus cereus MH778713 en medio Jensen´s libre de nitrógeno y expuestas a 25 mg/kg de 

cromo VI. Esta es una figura representativa de 20 plantas diferentes por cada tratamiento. 
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Fig 6. Parámetros de crecimiento de las plántulas inoculadas y no inoculadas con Bacillus cereus 

MH778713 y 0,10,25 mg/kg de cromo VI en medio Jensen´s libre de nitrógeno. Las barras de error 

muestran la diferencia entre 12 plantas las cuales fueron medidas durante 2 meses de tratamiento. 
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DISCUSIÓN 

El análisis de WDXRF indica que los suelos muestreados contienen una considerable 

concentración de metales pesados como aluminio, hierro, titanio, zinc, cobre y cromo (Tabla 2). 

El aluminio es considerado un metal tóxico en concentraciones de 4.5x103-1x105 mg/kg, en altas 

concentraciones el aluminio (Al), en plantas expuestas a este metal se producen cambios en la 

división celular, en la nutrición y clorosis (Nilson y Bergkvist., 1983; Taylos et al., 1998). El 

contenido normal de aluminio en las plantas es de 1 x103 mg/kg (Slaski. 1994). Prosopis laevigata 

acumula 3.8 x103 mg/kg of Al en hojas y 4.1x104 mg/kg en raíz (Tabla 2). Lo cual indica la 

capacidad de hiperacumulación por parte de la planta, la acumulación no se lleva a cabo en el tallo, 

esta discrepancia se puede deber a diferencias en la tasa de transpiración de los órganos de la planta 

lo cual afecta la distribución del aluminio en los tejidos de la planta (Sheen y Ma. 2001), las altas 

de concentraciones aluminio en las raíces y las hojas forman un complejo no fitotóxico, Al-oxalato 

el cual puede acumularse en estos órganos (Sheen y Ma., 2001). Cuando el complejo aluminio 

oxalato es traslocado de raíces a hojas, el aluminio -oxalato es convertido en un nuevo complejo 

aluminio-citrato el cual es transportado a xilema con bajas concentraciones es probablemente 

indetectable por métodos analíticos  (Sheen y Ma., 2001).  

El hierro es el mayor componente de la litosfera (Kabata y Pendias., 2010). Los niveles de hierro 

en suelos son de 30-550 mg/kg (Wuana y Okieimen., 2011), la concentración común encontrada 

en plantas es de 220-1200 mg/kg (Kabata y Pendías., 2010). Nosotros encontramos 51300 mg/kg 

en suelo rizosférico y 9000 mg/kg en raíz, 4800 mg/kg en hojas y 3200 mg/kg en el tallo de 

Prosopis laevigata excediendo por mucho las concentraciones encontradas en otras plantas por lo 

tanto queda en evidencia la capacidad de acumulación de Hierro de Prosopis laevigata. 

El titanio se encuentra en los suelos en concentraciones de 1000-9000 mg/kg (Kiser et al., 2009). 

Este elemento participa en la fijación de nitrógeno en microorganismos como Anabaena variabilis 

(Cherchi y Gu., 2010) y estimula el crecimiento de Rizobia en concentraciones de nano gramos 

(Simon et al. 1990). La concentración típica de titanio en plantas va desde 0.15 a 80 mg/kg, en 

altas concentraciones el titanio produce clorosis y puntos necróticos en las hojas (Wallace et al., 

1977). La concentración de titanio en el suelo que fue examinada y tiene una concentración de 

5300 mg/kg lo cual se encuentra en el rango de concentración reportado para suelos, el titanio se 

encontró en altas concentraciones en las hojas de árboles adultos de Prosopis laevigata lo cual 

demuestra que es un buen acumulador de Titanio.  
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La concentración normal de Zinc en plantas es de 10-20 mg/kg, otras plantas como Solarum 

nigrum puede acumular altas concentraciones de Zinc en raíz, tallo y hojas (Marques et al. 2006). 

Las plantas de Prosopis laevigata sobrepasan la concentración de zinc que puede acumular 

Solarum nigrum, lo cual muestra su capacidad para tolerar altas concentraciones zinc y de 

acumular en sus tejidos este metal. 

En suelos la concentración típica de cromo VI es de 5-120 mg/kg (Kabata y Pendías. 2010). En la 

mayoría de las plantas las concentraciones de cromo son de 0.002-0.2 mg/kg. In vitro de Prosopis 

sp. en asociación con Glomus desertícola crece a 80-160 mg /Kg de Cromo VI, lo cual muestra 

una hiperacumulación de cromo VI de hasta 1000 mg/kg. En el suelo que muestreamos existen 

concentraciones de 435 y 208 mg/kg, mientras que en los tejidos de la planta no se muestran 

concentraciones detectables de cromo a pesar de la sensibilidad del equipo de hasta (1mg/kg), lo 

cual nos llevó a investigar si organismos endófitos pudiesen jugar un papel en la detoxificación 

del suelo. 

Se conformo una colección de 88 aislados bacterianos de nódulos de Prosopis laevigata, seis de 

ellos son cromo-tolerantes resistiendo de 10000 a 15000 mg/kg de cromo VI, siendo el aislado 

MH778713 el más tolerante. Los organismos hipertolerantes a cromo reportados en la bibliografía 

son Stresptomices sp. CG52 que es capaz de tolerar 500 mg/kg de cromo VI, Stafilococcus aureus 

y Pediococcus pentosauce 2000 mg/kg 88, 89 (Quintelas et al., 2008).  Comparado con P. 

pentosauce, el aislado MH778713 puede tolerar hasta 7.5 veces más cromo. Los seis aislados 

hipertolerantes a cromo VI pertenecen al género Bacillus. Bacterias del género Bacillus se han 

aislado de una gran variedad de plantas como endófitos incluyendo leguminosas como Medicago 

polymorfa (Chinsaswany et al., 2018), Glycine max (Hong et al., 2007), Cajanus cajan (Rajendran 

et al., 2007) y algunas especies de Mesquite. Las bacterias pertenecen al género Bacillus y fueron 

aislados de la endosfera, la rizosfera y nódulos de  Prosopis juliflora y Prosopis facta (Khan et al., 

2014; Abdelmoteled et al., 2017; Fterrich., 2011), los aislados de Bacillus no son capaces de 

nodular plantas de Macroptilium artropurpureum. 

 Los ensayos de bioabsorción de cromo VI fueron realizados  usando al aislado  MH778713 el cual 

es el más tolerante de la colección, los resultados mostraron la remoción de 1116 mg/kg de cromo 

VI por la biomasa cuando las células se encuentran expuestas a una concentración de 1474 mg/L 

de cromo VI Bacillus circulans y Bacillus megaterium pueden bioacumular 34.5 y 32.0 mg de 

cromo VI /g en peso seco (Canovas et al.,2003). Una mezcla bacteriana de Pseudomonas 
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aeruginosa y Bacillus subtilis muestra una absorción de 1.44 mg Cr (VI)/g por parte de la biomasa 

en una solución acuosa (10 mg/kg) (Quintelas et al., 2008). Comparado con otras especies de 

Bacillus, Bacillus cereus MH778713 muestra una eficiencia superior en la bioabsorción de cromo 

VI. 

La habilidad del género Bacillus para producir compuestos asociados con un incremento en la talla 

y el tamaño en las plantas esta bien documentado, por ejemplo acido indol acético (Sethuraman y 

Balasubramanian. 2010). Bacillus cereus MH778713, es probablemente una bacteria endofítica, 

la cual podría producir sustancias que promueven el crecimiento vegetal o sistemas que neutralizan 

el efecto negativo de cromo VI como sistemas de eflujo de cromo VI, la reducción de cromo VI a 

cromo III, la activación de enzimas envueltas en la detoxificación de especies reactivas de oxígeno 

y la reparación del ADN producida por los ROS (Bitas et al., 2013; Viti et al., 2014).  Todos estos 

procesos podrían estar envueltos en la asistencia que le provee Bacillus cereus MH778713 al 

Mesquite.  

 

CONCLUSIÓN  

En este estudio Prosopis laevigata flora nativa de ecosistemas con déficit hídrico, mostro la 

capacidad de hiperacumular metales pesados como Al, Fe, Ti y Zn, en asociación con bacterias 

pertenecientes al género Bacillus. El aislado Bacillus cereus MH778713 muestra una alta 

capacidad de remover cromo VI de medio acuoso, lo cual podría beneficiar el crecimiento de las 

plantas en suelos contaminados con metales pesados. Futuros trabajos se podrían centrar en la 

búsqueda de los mecanismos que tiene Bacillus cereus MH778713 para promover el crecimiento 

vegetal cuando la planta esta sometida a estrés por cromo VI. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31 

“Alcanos de cadena larga (C21, C24 Y C31) producidos por Bacillus cereus MH778713 

asisten en la ruptura de la dormancia a semillas de mezquite expuestas a estrés por cromo”.  

 

CAPÍTULO 2 

 

 INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos de la rizosfera juegan un papel importante en la ecología de las plantas 

proveyendo las condiciones necesarias para su crecimiento y desarrollo (Vacheron et al., 2013; 

Liu y Zhang., 2015). Estas bacterias se encuentran íntimamente relacionadas con las plantas 

jugando un rol importante en procesos como patogénesis, defensa y adaptación al estrés ambiental 

(Bitas et al., 2013). Las bacterias de la rizosfera son capaces de promover el crecimiento vegetal 

mediante varias vías como la quelacion de hierro (Valencia-Cantero et al., 2007), la síntesis de 

compuestos muy importantes como AIA, ABA y citoquininas (Idris et al., 2007; Arkhipova et al., 

2005). Algunas bacterias PGPR son capaces de producir compuestos orgánicos volátiles (COVs) 

que ayudan en el crecimiento y desarrollo de las plantas. 

Los compuestos orgánicos volátiles son compuestos lipofílicos, los cuales poseen un potencial 

como compuestos bioactivos, entre ellos encontramos terpenoides, fenilpropanoides, ácidos grasos 

y sus derivados, algunos de ellos en conjunto pueden exhibir una actividad antimicrobiana 

(Elshafie et al., 2013). Los compuestos orgánicos volátiles (COVs) producidos por bacterias PGPR 

se han reportado como mediadores de una cascada de señalización importante para las plantas, 

entre ellos se pueden nombrar algunos ácidos orgánicos los cuales desempeñan un papel en la 

adquisición de minerales importantes como el fosforo y la quelación de metales pesados (Bonfante 

y Anca 2009). 

Bacterias del género Bacillus como Bacillus amyloliquefaciens mediante la producción de COVs 

es capaz de producir un efecto estimulador del crecimiento, un aumento de la biomasa y protector 

del estrés causado por cloruro de sodio en Arabidopsis thaliana (Zhu., 2001). La co-cultivación de 

esta misma planta con otros microorganismos como Erwinia carotova induce una resistencia 

inducida con la aplicación de estos compuestos volátiles como lo es el 2,3-butanediol (Ryu et al., 

2004). La tolerancia al estrés salino de A. thaliana usando a Bacillus subtilis como productor de 

compuestos orgánicos volátiles también se ha demostrado (Zhang et al., 2008). Aislados del género 

Bacillus pueden sintetizar compuestos orgánicos volátiles de cadena larga como el Hexadecano de 
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Paenibacillus lo cual provee a la planta de resistencia contra estrés biotrófico y necrofítico (Bee 

et al., 2013). Bacillus COVs se han usado para el control de nematodos como el 2- Undecanona, 

2- Octanol, ciclohexene y decanal (Li et al., 2012). 

La dormacia de la semilla es un importante componente del “fitness” de la planta, lo cual causa 

una disminución en la tasa de germinación, hasta que en el medio ambiente se encuentren las 

condiciones favorables para que se lleve a cabo la misma, la dormacia de la semilla es un causada 

por un conjunto factores genéticos que se encuentran influenciados por el medio ambiente 

(Graeber et al., 2012). El cromo VI es tóxico para las plantas de interés agrícola en niveles de 5-

100 mg/Kg en el suelo (Hosser., 1996), en las plantas en condiciones normales la concentración 

es de 5-100 µg/kg (Mortvedt y Giordano., 1975). La exposición a bajas concentraciones de cromo 

VI (2.5-300 mg/L) en semillas de Cucumis melo limita la tasa de germinación, el índice de 

germinación, el tiempo de germinación y los niveles de germinación (Akinci et al., 2010). 

Cuando se produce en las plantas un estrés por altas concentraciones de cromo en el ambiente, se 

lleva a cabo la producción de enzimas antioxidantes como monooxígenasas, fitoquelatinas, 

glutamil sintasas y todo un sistema antioxidante que les provee a las plantas de tolerancia contra 

el estrés por cromo (Graeber et al., 2012). Las plantas pueden sobreponerse a los efectos tóxicos 

del cromo mediante la adición de una hormona como 28-homobrasinilida (28-HBL) la cual es una 

hormona perteneciente a los brasinoesteroides (Sharma et al., 2011). Moléculas como los 

Brassinosteroids (BRs), representan una clase de hormonas de las plantas, las cuales se encuentran 

involucradas en el metabolismo celular de estas; Los brasinoesteoides (BRs) son compuestos 

capaces de sufrir cambios o adaptaciones estructurales que les confieren una mayor actividad y 

función en las células de las plantas. Los Brs son los análogos de los esteroides del reino animal 

pero adaptados a las plantas, estas hormonas se clasifican de a cuerdo a su número de carbonos en 

C27, C28 o C29. 

Las plantas pueden captar del medio ambiente hidrocarburos como el isopreno de emisiones 

antropogenícas y biogénicas, en la planta el isopreno es oxidado y la concentración en la atmosfera 

y biosfera es reducida notablemente (Jardine et al., 2011). Los organismos pueden metabolizar 

alcanos mediante la oxidación por una enzima denominada alcano hidroxilasa y mediante el 

citocromo p450 la cual cataliza la oxidación en la parte media de la cadena del alcano a oxidarse 

(Austin et al., 2013). Los alcanos pueden ser oxidados para formar otros compuestos con una 

mayor actividad biológica como alcoholes, alquenos, aldehídos, ácidos carboxílicos y sus 
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derivados. La oxidación de alcanos es selectiva y puede clasificarse en tres tipos básicamente: La 

catálisis heterogénea a altas temperaturas, catálisis enzimática o biomimetic catálisis y la 

activación órgano metálica. En los organismos vivos la oxidación por alcanos se lleva a cabo 

mediante la catálisis biológica y la activación órgano metálica (Labinger., 2004). La catálisis 

enzimática es una forma de oxidación de alcanos selectiva que se lleva a cabo mediante la acción 

de metaloenzimas en condiciones aerobias y a condiciones ambientales (25 °C y   una atmosfera 

de presión) (Lawrence y Tolman., 2008). En perfil de Bacillus cereus MH778713 se muestra la 

producción de compuestos orgánicos volátiles en su mayoría alcanos. Para determinar el perfil de 

producción de COVs usamos la técnica de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas. La cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-SM), es una técnica de 

alta precisión que nos permite evaluar distintos componentes de una mezcla, en este caso de 

compuestos orgánicos volátiles presentes en una placa bipartida en la cual se encuentra un cultivo 

bacteriano. Esta técnica posee dos grandes ventajas, la primera es la capacidad de separar una 

muestra y todos sus constituyentes en una columna capilar, con lo cual se obtiene la estructura y 

la huella molecular de cualquier molécula, lo cual brindará una mayor precisión y exactitud en la 

identificación de los compuestos o moléculas que componen a la mezcla. La sensibilidad de la 

técnica es de concentraciones menores a 1 mg L-1(Sushma et al., 2016; Bihana et al., 2018).  

Bacillus cereus MH77813 puede sintetizar compuestos orgánicos volátiles como alcoholes, 

alcanos, alquenos, éteres, ésteres, cetonas, amidas y compuestos que contienen azufre, estos 

compuestos se encuentran presentes en todas las condiciones de co-cultivación of Bacillus cereus 

MH778713.  

Los compuestos encontrados en mayor abundancia fueron 3,7-dimetl decane; Tetratriacontane, 

Heneicosane, 2,4-Di tertbutilfenol; Hexadecane; Eicosane; Hentriacontane; Heptacosane; 

Octacosane; Tetracosane. De los cuales cuatro de ellos fueron analizados en su capacidad para 

promover la ruptura de la dormacia de semillas de Prosopis laevigata y Arabidopsis thaliana 

expuestas a altos niveles de cromo VI y su capacidad de promoción del crecimiento en plántulas 

de Prosopis laevigata. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Determinación de la concentración mínima inhibitoria de la germinación de semillas de 

Prosopis laevigata  

La dosis mínima inhibitoria de la germinación se llevó acabo mediante la exposición de estas a 

diferentes concentraciones de Cromo VI (0-2500 mg Kg-1), las semillas fueron escarificadas y 

expuestas a diferentes concentraciones de cromo en cajas de Petri, a cada caja se le adicionó agar 

agua (75% v/v) y una concentración conocida de Cromo VI, cada concentración se evaluó tres 

veces y por quintuplicado cada vez. 

Determinación de la promoción del germinación en semillas de Arabidopsis thaliana 

expuestas a 100 mg kg-1 de Bacillus cereus  MH778713 

La dosis mínima inhibitoria de la germinación de las semillas de Arabidopsis thaliana se llevó a 

cabo mediante la exposición de estas a diferentes concentraciones de Cromo VI (0-100 mg Kg-1), 

las semillas fueron escarificadas y expuestas a diferentes concentraciones de cromo en cajas de 

Petri, a cada caja se le adicionó agar agua (75% v/v) y una concentración conocida de Cromo VI, 

cada concentración se evaluó tres veces y por quintuplicado. 

En cajas Petri con una división para evitar el contacto físico entre la semilla y la bacteria, en una 

de las divisiones se colocáron 25 ml de  agar YMA para incubar a Bacillus cereus MH778713, en 

otra división de la placa de Petri se colocó agar agua (75% v/v) al cual se le adicionó una 

concentración de 100 mg Kg-1 de Cromo VI, tres  semillas escarificadas de Arabidopsis thaliana 

por caja en la fracción que corresponde al agar agua y 100 mg Kg-1 de Cromo VI, en el agar YMA 

se colocáron 10 µl (1x 1010 UFC) de Bacillus cereus MH778713 y se inoculó por  estría masiva, 

las cajas fueron incubadas a 28°C por 72 h para observar la geminación, se uso como control 

negativo cajas inoculadas con  E. coli BL21 DE3 y cajas no inoculadas. Cada ensayo se hizo por 

triplicado con cinco cajas por cada repetición. 

Determinación de la expresión de compuestos orgánicos volátiles por Bacillus cereus 

MH778713 que promueven la germinación. 

En cajas Petri con una división para evitar el contacto físico entre la semilla y la bacteria, en una 

de las divisiones se colocáron 25 ml de agar YMA para incubar a Bacillus cereus MH778713, en 

otra división de la placa de Petri se colocó agar agua (75% v/v) al cual se le adicionó una 

concentración de 2500 mg Kg-1 de Cromo VI, una semilla escarificada se colocó por caja, en la 
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fracción que corresponde al agar agua con 2500 mg Kg-1 de Cromo VI, en el agar YMA se 

colocáron 10 µl (1x 1010 UFC) de Bacillus cereus MH778713  y se inoculó por  estría masiva, las 

cajas fueron incubadas a 28°C por 72 h para observar la geminación, se uso como control negativo 

cajas inoculadas con E. coli BL21 DE3 y cajas no inoculadas. Cada ensayo se hizo por triplicado 

con cinco cajas por cada repetición. 

 

Análisis de Cromatografía de gases/Espectrometría de masas 

Las semillas de Prosopis laevigata fueron escarificadas y colocadas en cajas con una división en 

co- cultivación con Bacillus cereus MH778713, para el análisis de cromatografía de gases masas 

se colocáron 3 ml de benceno en cada caja y estas se agitaron concéntricamente, se retiró el 

sobrenadante, mismo se colocó en tubos de 1.5 ml estériles que se centrifugaron  a 12000 g por 5 

min a temperatura ambiente, el sobrenadante se transfirió a otro tubo de 1.5 ml y se llevó a analizar. 

Los controles negativos constan de muestras que se mantuvieron en co-cultivación con E. coli 

BL21 DE3. Cada ensayo se hizo por triplicado con cinco cajas por cada repetición. 

Para la realización del análisis de cromatografía y espectrometría de masas se colocáron las 

muestras en un cromatógrafo de gases 7820ª Agilent. 1 µl de muestra fue tomada con el inyector 

automatizado Agilent G4513A. Cada muestra fue analizada durante 25 minutos, con una 

temperatura inicial de 40°C por 5 min, seguido de una rampa de 15°C/min a 240 °C y se mantuvo 

por 6.667 min, el espectrómetro de masas opera a 70 eV con una fuente de temperatura de 220°C, 

con un escáner contínuo de 50-500 m/z. La base de datos con la que opera este espectrómetro es 

la NIST08. L.  Los controles negativos constan del solvente solo y controles con E. coli BL21 

DE3. Los compuestos encontrados en el solvente y en E. coli BL21 DE3 fueron retirados de las 

tablas de resultados. 

Determinación de la promoción de la germinación de los compuestos 2,4 Diterbutilfenol, 

Heneicosane, Hentriacontane y Tetracosane. 

La co-cultivación de Prosopis laevigata- Bacillus cereus MH778713 se realizó como control 

positivo para la promoción de la germinación, en placas bipartidas con agar agua adicionado con 

2500 mg kg-1 de Cromo VI, además que se realizarón ensayos con 50 y 500 µg de los diferentes 

VOCS encontrados en los perfiles de producción de VOCS de Bacillus cereus MH778713, se 

utilizarón al 2,4 diterbutilfenol, heneicosane, hentriacontane y tetracosane. Todos los reactivos 

fueron disueltos en benceno. En este experimento se usaron como control negativo cajas 
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inoculadas con E. coli BL21 DE3, cajas sin inocular y algunas semillas fueron expuestas solo al 

benceno sin ningún compuesto (Figura suplementaria 1). Este análisis se realizó por triplicado 

con cinco semillas de cada una de las condiciones anteriormente descritas. 

 

Determinación de la promoción de la germinación de los compuestos 2,4 Diterbutilfenol, 

Heneicosane, Hentriacontane y Tetracosane. 

La co-cultivación de Prosopis laevigata- Bacillus cereus MH778713 se realizó como un control 

positivo para la promoción de la germinación, en placas con agar agua adicionado con 2500 mg 

kg-1 de Cromo VI, además que se realizarón ensayos con los diferentes VOCS encontrados en los 

perfiles de producción de VOCS de Bacillus cereus MH778713, se utilizarón 5 y 500 µg de 2,4 

diterbutilfenol, heneicosane, hentriacontane y tetracosane. Todos los reactivos fueron disueltos en 

benceno. En este experimento se usaron como control negativo semillas en co-cultivación con  E. 

coli BL21 DE3 y semillas que fueron expuestas solo al benceno sin ningún compuesto. Este 

análisis se realizó por triplicado con cinco semillas de cada una de las condiciones anteriormente 

descritas. 

 

RESULTADOS 

VOCS emitidos por Bacillus cereus  MH778713 induce la ruptura de la dormancia de la 

semilla 

El cromo es altamente tóxico para las plantas y dañino para su crecimiento y desarrollo. La 

determinación de la concentración inhibitoria de la germinación de Prosopis laevigata y de 

Arabidopsis thaliana fue realizada en placas con agar agua y la concentración inhibitoria fue de 

100-2500 mg L-1 de K2CrO4 respectivamente en los ensayos de germinación, confirmando el 

efecto fitotóxico que ejerce el cromo sobre las semillas de Prosopis laevigata y de Arabidopsis 

thaliana evitando la germinación de estas. Bacillus cereus MH778713 tiene la capacidad de 

producir compuestos orgánicos volátiles (COVs) y asistir a la germinación de semillas expuestas 

a elevadas concentraciones de cromo VI; La co-cultivación de las semillas de ambas plantas en 

ensayos hechos por separado muestran que los compuestos orgánicos volátiles producidos por 

Bacillus cereus MH778713 tienen un efecto en la semilla de ayudarla a  sobreponerse al estrés por 

cromo. Dos tipos de agar fueron usados en cada caja bipartida en donde se realizarón los ensayos 

en un lado de la caja de Petri se colocó agar YMA y en el otro lado agar agua con una concentración 
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de 2500 mgL-1  de cromo VI , este agar se tiño de color amarillo fluorescente por la alta 

concentración de cromo presente en el medio, como se muestra en la figuras (1a, b y c). Las cajas 

bipartidas evitan todo contacto físico entre la bacteria y las semillas o la difusión de metabolitos 

no volátiles a través del medio. Sin ninguna estimulación Bacillus cereus MH778713 COVs 

muestran un efecto visible en la ruptura de la dormancia de la semilla, por lo tanto le atribuimos 

esta actividad directa a los compuestos procedentes de la bacteria y que se transportan vía aérea 

en el ensayo. Los resultados muestran que la presencia Bacillus cereus MH778713 en Cr-agar  

tiene un efecto directo en las semillas, las cuales son capaces de germinar y desarrollarse después 

de 72 horas de ensayo (Fig. 1c), en comparación con los controles negativos que no son capaces 

de germinar después de 72 horas (Figura 1a). Resultados similares fueron observados en semillas 

de Arabidopsis thaliana (Figura 1d y f), lo cual sugiere que Bacillus cereus MH778713 produce 

COVs que promueven la germinación y el desarrollo de la plántula pese a la presencia de cromo 

en el medio. Escherichia coli BL21 (DE3) es capaz de producir COVs, sin embargo estos 

compuestos no son capaces de inducir la germinación de las semillas de Prosopis laevigata y de 

Arabidopsis thaliana, esta cepa fue usada como un segundo control negativo (Figura 1b y e). Estos 

resultados muestran que Bacillus cereus MH778713 COVs podrían tener un efecto directo en la 

ruptura de la dormancia de la semilla y el desarrollo de esta al estadio de plántula. 

 
Fig 1. Co-cultivación of Bacillus cereus MH778713 y Prosopis laevigata/Arabidopsis thaliana en 

cajas bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, durante 72 horas para su germinación en agar 

agua el cual contiene una concentración de 2500 mg L-1 of Cr (VI), las cuales estuvieron expuestas 

a Escherichia coli BL21 (DE3) como control negativo (b), Bacillus cereus MH778713 (c) o sin 

ningún compuesto o cepa (a). De la misma manera las semillas de Arabidopsis thaliana fueron 
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expuestas por 72 horas en cajas bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, para su germinación en 

agar agua el cual contiene una concentración de 2500 mg L-1 of Cr (VI) las cuales estuvieron 

expuestas a Escherichia coli BL21 (DE3) como control negativo (b), Bacillus cereus MH778713 

(c) o sin ningún compuesto o cepa (a). cada experimento fue hecho por quintuplicado en tres 

experimentos diferentes. 

Alcanos de larga cadena y el 2,4- diterbutilfenol son los compuestos más abundantes 

compuestos volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713 

Para determinar los compuestos volátiles emitidos por Bacillus cereus MH778713, las muestras 

se tomaron a las 24 y 48 horas, usando como solvente benceno para extraer los compuestos 

producidos por la bacteria como se muestra en la figura 1c y determinar el perfil de producción de 

COVs mediante el análisis CG-EM. La naturaleza de los compuestos producidos por Bacillus 

cereus MH778713 incluye alcoholes, alcanos, alquenos, éteres, ésteres, cetonas, amida y 

compuestos que contienen azufre (Figura 2).  Un total de 33 compuestos fueron identificados, 23 

de ellos solo se encuentran presentes a las 24 horas y 10 están presentes a las 24 y 48 horas. Los 

compuestos más abundantes producidos a 48 h de cultivo fueron tetratiacontane, 2,4-

ditertbutilfenol, hexadecane, eicosane, hentriacontane, heneicosane, heptacosane, octacosane y 

tetracosane. 

 
Fig 2. Perfil de los compuestos producidos por Bacillus cereus MH778713 detectados mediante el 

análisis de GC-MS después de 24 y 48 h de incubación. 
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Heneicosane, 2,4-ditertbutilfenol, hentriacontane y tetracosane pueden romper la dormancia 

de semillas de Prosopis laevigata.  

Los compuestos Heneicosane, 2,4-ditertbutilfenol, hentriacontane y tetracosane fueron 

seleccionados para explorar su habilidad para inducir la ruptura de la dormancia de semillas de 

Prosopis laevigata. 2,4-ditertbutilfenol fue elegido por que se ha descrito como un buen 

antioxidante y antifúngico COV producido por Shewanella algae YM17, Trichoderma harzianum 

TE5 y Artrobater agilis.  Bacillus cereus MH778713 produce alcanos de cadena de entre 17 y 34 

átomos de carbono, nosotros escogimos al heneicosane (C21H44) que fue elegido como 

representativo de compuestos alcanos de 20 carbonos y el Hentriacontane (C31H64) como un alcano 

representativo de los alcanos de 30 carbonos. Mientras que el compuesto Tetracosane (C24H50) fue 

incluido en el ensayo ya que se encontraron otros alcanos con una formula molecular similar 

(C21H44 y C24H50). Considerando la concentración de VOCs reportada en la literatura como optima 

entre (0.001 y 100µg), nosotros realizamos ensayos usando una concentración de 50µg y de 500µg. 

Los compuestos Heneicosane, 2,4-ditertbutilfenol, hentriacontane y tetracosane inducen la 

germinación de la semilla y el desarrollo de la plántula en las dos diferentes dosis en las que fueron 

realizados los ensayos.  La Figura 3 ( Fig 3) es representativa del efecto de todos los compuestos 

sobre semillas de Prosopis laevigata, este ensayo también conto con E. coli BL21DE3 como 

control negativo (Fig 3a), al aislado Bacillus cereus MH778713 como control positivo y los 

compuestos orgánicos incluidos en este ensayo los cuales se muestran en la figura 3 (Fig 3 c, d, e 

y f). Las soluciones stock de los compuestos fueron preparadas usando benceno como solvente, el 

cual se incluyo como un control negativo en este ensayo como se muestra en la Fig suplementaria 

1.  
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Fig 3. Análisis de la promoción de la germinación de Bacillus cereus MH778713 y los compuestos 

tetracosane, heneicosane, hentriacontane y 2,4-Di-tert-butyl phenol en semillas expuestas a estrés 

por cromo. Semillas de Prosopis laevigata en cajas bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, 

para su germinación en agar agua el cual contiene una concentración de 2500 mg L-1 of Cr. 

Escherichia coli BL21 (DE3) como control negativo (a), Bacillus cereus MH778713 como control 

positivo (b), tetracosane (c), heneicosane (d), hentriacontane (e), y 2,4-Di-tert-butyl fenol (f). El 

análisis de la promoción de la germinación de los diferentes VOCs fue hecho por quintuplicado en 

tres experimentos diferentes. 

 

La estimulación del crecimiento de plántulas de Prosopis laevigata las cuales se encuentran en 

exposición a 2500 mg L -1 de cromo VI se muestran en la Fig 4. El tamaño de la raíz de las plántulas 

tratadas con heneicosane, tetracosane y hentriacontane es significativamente más grande que el 

que mostraron aquellas tratadas con el 2,4-ditertbutilfenol, sin embargo el mayor efecto en el 

crecimiento lo mostraron aquellas tratadas con el aislado Bacillus cereus MH778713. Se realizarón 

ensayos de promoción del crecimiento con los compuestos heneicosane, tetracosane, 

hentriacontane y 2,4-ditertbutilfenol sin usar cromo, en la figura 5 (Fig 5) se muestran el tamaño 

de la raíz y el tallo de las plántulas expuestas a los diferentes compuestos. El tamaño de la raíz y 

del tallo fue más grande que el de la planta que no fue expuesta a ningún compuesto, lo cual indica 

que estos compuestos alcanos de cadena larga inducen el crecimiento vegetal y asisten a la semilla 

de Prosopis laevigata a sobreponerse a la fitotoxicidad causada por cromo VI. 
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Fig 4. Análisis de la promoción de la germinación de semillas estimuladas por los compuestos 

volátiles orgánicos heneicosane, tetracosane, hentriacontane, 2,4-Di-tert-butyl fenol y compuestos 

volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713. Semillas de Prosopis laevigata en cajas 

bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, para su germinación en agar agua el cual contiene una 

concentración de 2500 mg L-1 de Cr. El análisis de la promoción de la germinación de los diferentes 

VOCs fue hecho por quintuplicado en tres experimentos diferentes. Las diferentes letras indican 

la diferencia significativa entre los diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las semillas 

de Prosopis laevigata, con un nivel de confianza de P= 0.05. 
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Fig 5. Análisis de la promoción del crecimiento de las plántulas estimuladas por los compuestos 

volátiles orgánicos heneicosane, tetracosane, hentriacontane, 2,4-Di-tert-butyl fenol y compuestos 

volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713. Semillas de Prosopis laevigata en cajas 

bipartidas, incubadas en oscuridad a 28°C, para su germinación las semillas fueron embebidas en 

agar agua. El análisis de la promoción de la germinación de los diferentes VOCs fue hecho por 

quintuplicado en tres experimentos diferentes. Las diferentes letras indican la diferencia 

significativa entre los diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las semillas de Prosopis 

laevigata, con un nivel de confianza de  P= 0.05. 
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DISCUSIÓN  

Compuestos como 2,3-butanediol, 1,3- propanediol, índoles, 2- nonanona, 2-undecanona, 2-

tridecanona, hexadecane y otros hidrocarburos, cetonas, alcoholes, terpenoides, ácidos y 

compuestos que contienen azufre y estimulan el crecimiento vegetal, además que tienen la 

capacidad de controlar patógenos e inducir resistencia sistémica en las plantas (Audrain et al., 

2015; Ficheira et al., 2017; Ryu et al., 2003). En este trabajo se estableció la habilidad de el aislado 

Bacillus cereus  MH778713 el cual puede producir una mezcla de compuestos orgánicos, los 

cuales pueden inducir la ruptura de la dormancia de las semillas de Prosopis laevigata sometidas 

al estrés por cromo. Diferentes señales del medio ambiente pueden inducir la germinación de la 

semillas en condiciones desfavorables para el desarrollo de la planta (Arc et al., 2013; Huang et 

al.,2015; Nishimura et al., 2018). Sin embargo la toxicidad de los metales pesados activa una 

cascada de señalización que inhibe la germinación de la semilla. A pesar de que la testa de la 

semilla le provee una cubierta protectora, algunos metales son capaces de permear e introducirse 

a la semilla alterando el metabolismo de carbohidratos, la absorción de agua, accionando el 

mecanismos de estrés oxidativo y la germinación (Kranner y Colville., 2011; Yildiz y Terzi., 2016; 

Kaszycki et al., 2018).  

Las altas concentraciones de Cr VI (75-100 mg kg-1) son capaces de inhibir la germinación, reducir 

el contenido de clorofila y afectan el crecimiento de las plantas (Amin et al., 2019). En semillas 

de Prosopis laevigata se inhibió su germinación con una concentración de 2500 mg kg-1 de cromo 

VI. Los compuestos COVs emitidos por Bacillus cereus MH778713 ayudan a las semillas de 

Prosopis laevigata a germinar y sobreponerse al estrés generado por la alta concentración de cromo 

VI (Fig. 1). El efecto de los COVs afecta a las semillas que fueron sometidas al estrés por cromo.  

 

Compuestos alcanos de cadena larga como el aceite mineral en combinación con otros compuestos 

como dinitrocresol (DNOC), Cinamida, thiourea y nitrato de potasio muestran una actividad 

estimuladora de la ruptura de la dormancia en brotes de manzana (Samish., 1945; Erez y  Zur., 

1981; Erez et al., 1971; Erez., 1995; Sagredo et al., 2005). La oxidación selectiva de alcanos vía 

catálisis enzimática u organometalica (Labinger., 2004), podrían ser la respuesta a al mecanismo 

por el cual los compuestos orgánicos volátiles de cadena larga podrían estimular la ruptura de la 

dormancia de las semillas de Prosopis laevigata. Explicado desde el punto de vista de la catálisis 

biológica, en los sistemas biológicos la oxidación selectiva de alcanos es catalizada por enzimas 
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en condiciones de medio ambiente normales es decir 25 °C y una atmosfera de presión, la enzima 

citocromo P450 se comporta como una monooxigenasa y reacciona frente oxidantes fuertes como 

peróxidos, hipoclorito, y otras especies reactivas de oxígeno como N-Óxidos, catalizando la 

oxidación regio selectiva de alcanos, modificando a moléculas de alcanos y volviéndolas 

químicamente activas (Wei et al., 2018; Rajjou et al., 2012; Wojtyla et al., 2016; Ishibashi et al., 

2017; Mhamdi y Breusegem., 2018). Las modificaciones estructurales cambian la actividad de 

brasinoesteroides, estas modificaciones ocurren al final de las cadena de carbono, las 

modificaciones en estas moléculas son capaces de cambiar su actividad biológica, haciendo que 

algunas moléculas sean más activas que otras dependiendo del grupo funcional de la modificación; 

estas moléculas son capaces intervenir en la modulación y la regulación del ciclo celular. El cromo 

VI es absorbido por las plantas para ser reducido, lo cual induce estrés oxidativo en estas (Mishra 

et al., 1995; Oliviera., 2012). La cascada de señalización desencadenada por los ROS es bien 

documentada y el rol esencial que desempeña la presencia en la fisiología de las plantas (Bailly et 

al., 2008). Los experimentos que realizamos en los cuales expusimos a altas concentraciones de 

cromo VI a las semillas de Prosopis laevigata generan elevados niveles de ROS, los cuales 

impiden la germinación de la semilla, reprimiendo la señalización hormonal. 

  

Bacillus cereus MH778713 emite compuestos volátiles de cadena larga (heneicosane, 

hentriacontane, tetracosane) los cuales podrían desempeñar un rol de  activación de las vías 

celulares responsables de que la semilla pueda sobreponerse al estrés causado por la exposición a 

altas concentraciones de cromo y se lleve a cabo la germinación.  

 

CONCLUSIÓN 

Los compuestos que produce Bacillus cereus MH778713 les permiten a las semillas de Prosopis 

laevigata superar el estado de dormancia que induce la fitotoxicidad del cromo VI en estas, además 

de que estimulan el crecimiento de el tallo y la raíz de plántulas de Prosopis laevigata que no se 

encuentran expuestas a estrés por cromo, mostrando una diferencia significativa entre las que 

fueron tratadas con estos compuestos y las que no fueron tratadas con los COVs  alcanos de cadena 

larga producidos por Bacillus cereus MH778713. 
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“Actividad antifúngica de alcanos volátiles producidos por Bacillus cereus MH778713”. 

CAPÍTULO 3 

INTRODUCCIÓN 

Algunas especies del género Bacillus han sido usados como agentes de biocontrol (ABC) (Khan 

et al., 2018). Las especies más estudiadas son Bacillus amyloquefaciens (Fernando et al., 2007; 

arrebola et al. 2010) y Bacillus subtilis (Krebs et al., 1998). Bacillus amyloquefaciens ha sido 

usado como agente de biocontrol frente a patógenos fúngicos de frutas, Bacillus subtilis es otra 

especie usada en la promoción del crecimiento vegetal y como agente de biocontrol (Ma et al., 

2015). Algunas especies del género Bacillus son capaces de producir compuestos orgánicos 

volátiles y no volátiles que pueden de actuar como antagonistas e inhibidores del crecimiento de 

microorganismos patógenos para los cultivos de interés económico (Yogeswari et al. 2012). 

Metabolitos como los compuestos orgánicos volátiles (COVs) producidos por bacterias del género 

Bacillus exhiben actividad antimicrobiana, nematicida y son capaces de iniciar la respuesta 

sistémica inducida en las plantas (Wang et al., 2009; Lu et al., 2014). Los COVs son capaces de 

prevenir la formación del micelio, el crecimiento miceliar y la germinación de las esporas de 

algunos hongos fitopatógenos (Chen et al., 2008). 

Fusarium es un ascomiceto el cual se ha descrito como uno de los que patógenos con un gran 

impacto económico, este hongo fitopatógeno es capaz de invadir las semillas y los tallos causando 

daños en las partes vasculares, causando la marchites, ruptura en las raíces, manchas amarillas y 

parches necróticos en las hojas (Khan et al., 2018). 

Varias especies de Bacillus muestran la capacidad de inhibir hongos patógenos para las plantas 

como Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus clavatus, 

Fusarium oxysporum y Moniliophthora perniciosa. Bacillus cereus AR156 ha sido usado como 

un buen agente de biocontrol frente a hongos como Rhizopus stolonifer y Colletotrichum acutatum, 

debido a la producción de compuestos orgánicos volátiles los cuales desencadenan, en frutas de 

durazno y níspero,  una respuesta sistémica inducida y estimulan la producción de enzimas como 

la quitinasa y peroxidasa, además de la generación de peróxido de hidrogeno. Bacillus subtilis G8 

puede producir hasta treinta diferentes COVs los cuales tienen una actividad biológica y 

antagonista frente a microorganismos patógenos del suelo (Liu et al., 2008); Bacillus subtilis C9 

es capaz de inhibir el crecimiento de fitopatógenos como Rhizoctonia solani mediante la emisión 

de compuestos orgánicos volátiles (Islam et al., 2012). Bacillus amyloquefaciens produce 
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compuestos como el 3-pentadieno, 3 hidroxy-2-butanona y tiofeno los cuales tienen una actividad 

antifúngica (Gotor-Vila et al., 2017).  

En este trabajo se encontró que Bacillus cereus MH778713 puede inhibir el crecimiento de 

Fusarium sp. en ensayos in vitro mediante la producción de compuestos orgánicos volátiles los 

cuales fueron identificados mediante el análisis de cromatografía de gases- espectrometría de 

masas, la mayoría de los compuestos encontrados en el perfil de metabolitos volátiles  producidos 

por Bacillus cereus MH778713 son alcanos de cadena larga, tres de estos alcanos son capaces de 

inhibir el crecimiento radial de Fusarium sp. , lo cual convierte a estos compuestos en una 

alternativa para la protección de los cultivos, frente a fitopatógenos como Fusarium.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

Evaluación de la actividad antifúngica de Bacillus cereus MH778713 contra Fusarium sp. 

Bacillus cereus MH778713 y Fusarium sp. se seleccionarón para determinar la capacidad 

antifúngica de Bacillus en una placas Petri sin división, después de 5 días se evaluó la capacidad 

de inhibir el crecimiento de Fusarium sp. cada ensayo fue realizado por quintuplicado con tres 

repeticiones. 

Evaluación de la actividad antifúngica de Compuestos orgánicos volátiles producidos por 

Bacillus cereus contra Fusarium sp. 

En cajas Petri con una división para evitar el contacto físico entre el hongo y la bacteria se 

realizarón los ensayos de evaluación antifúngica de los COVs producidos por Bacillus cereus, en 

una de las divisiones se colocáron 25 ml de  agar YMA para incubar a Bacillus cereus MH778713, 

en otra división de la placa de Petri se colocó PDA y se inocularon  1x 1010 UFC  de Fusarium sp. 

las cajas fueron incubadas a 28°C por 12 h para observar la geminación del hongo,  después de 12 

h en el agar YMA se colocáron 10 µl (1x 1010 UFC) de Bacillus cereus MH778713. Se uso a E. 

coli BL21 DE3 control negativo y cajas no inoculadas. Cada ensayo se realizó por triplicado con 

5 cajas en cada repetición. 

CG/EM 

El análisis de cromatografía de gases masas se realizó después de 12 h de co-cultivación de 

Bacillus cereus MH778713 y Fusarium sp. Se colocáron 3 ml de éter etílico  en cada caja en la 

parte que contenía a Bacillus cereus y estas se agitaron concéntricamente, se retiró el sobrenadante 

y se colocó en tubos de 1.5 ml estériles que se centrifugaron  a 12000 g por 5 min a temperatura 
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ambiente, el sobrenadante se transfirió a otro tubo de 1.5 ml y se llevó a analizar. Los controles 

negativos constan de muestras que se mantuvieron en co-cultivación con E. coli BL21 DE3 y de 

muestras del solvente solo. Cada ensayo se hizo por triplicado con cinco  cajas por cada repetición. 

Para la realización del análisis de cromatografía y espectrometría de masas se  colocáron las 

muestras en un cromatógrafo de gases  7820ª Agilent. 1 µl de muestra fue tomada con el inyector 

automatizado Agilent G4513A. Cada muestra fue analizada durante 25 minutos, con una 

temperatura inicial de 40°C por 5 min, seguido de una rampa de 15°C/min a 240 °C y se mantuvo 

por 6.667 min, el espectrómetro de masas opera a 70 eV con una fuente de temperatura de 220°C, 

con un escáner contínuo de 50-500 m/z. La base de datos con la que opera este espectrómetro es 

la NIST08. L.  Los controles negativos constan del solvente solo y controles con E. coli BL21 

DE3. Los compuestos encontrados en el solvente y en  E. coli BL21 DE3 fueron retirados de las 

tablas de resultados. 

Evaluación de la actividad antifúngica de compuestos orgánicos volátiles producidos por 

Bacillus cereus en Fusarium sp., Hentriacontane, Heneicosane, tetracosane y 1,4- 

Ditertbutilfenol. 

La co-cultivación de Bacillus cereus MH771873 -Fusarium sp.  se realizó como un control 

positivo para la promoción de la germinación, en placas pre-cultivadas por 12 h con Fusarium sp., 

además que se realizarón ensayos con 50 µg de diferentes VOCS encontrados en los perfiles de 

producción de VOCS de Bacillus cereus, se utilizarón los compuestos heneicosane, hentriacontane 

y tetracosane. Todos los reactivos fueron disueltos en éter etílico. En este experimento se usaron 

como control negativo E. coli BL21 DE3, placas con Fusarium sp. que fueron expuestas solo al 

éter etílico sin ningún compuesto. Este análisis se realizó por triplicado con  5 semillas cada uno 

de cada una de las condiciones anteriormente descritas. 

 

RESULTADOS  

La actividad antifúngica producida por Bacillus cereus MH778713 en Fusarium sp. fue 

determinada en usando placas de Petri con agar PDA, en las cual se mostro la habilidad de esta 

bacteria para inhibir el crecimiento del hongo (Fig. 1). 
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Fig 1. Muestra la actividad antifúngica de Bacillus cereus MH778713, a) muestra el crecimiento 

miceliar de Fusarium sp.; b)Muestra la inhibición del crecimiento de Bacillus cereus MH778713 

contra  Fusarium sp. 

 

Varias especies del género Bacillus son capaces de producir Compuestos orgánicos volátiles como 

Bacillus amyloquefaciens, Bacillus subtilis y Bacillus cereus; Bacillus amyloquefaciens produce 

COVs los cuales son capaces de inhibir el crecimiento de hongos fitopatógenos como Fusarium 

sp. (Yuan et al., 2012); Bacillus cereus MH778713 fue evaluado en cuanto a su habilidad para 

producir COVs en cajas bipartidas las cuales previenen el contacto físico entre esta bacteria y 

Fusarium sp., se observo el efecto de inhibición del crecimiento radial del hongo, además de 

cambios en la morfología colonial de este en las placas las que  fueron inoculadas con Bacillus 

cereus MH778713 Fig. 2 (C), se usaron como controles negativos placas no inoculadas Fig. 2 (A) 

y placas inoculadas con E. coli BL21 DE3 Fig. 2 (B). 

 
Fig 2. Muestra la actividad antifúngica de Bacillus cereus MH778713 (C) y los controles negativos 

(A) placas de Petri bipartidas sin inocular y placas de Petri bipartidas inoculadas con E. coli BL21 

DE3 (B). 
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El perfil de producción de compuestos orgánicos volátiles de Bacillus cereus MH778713 obtenido 

mediante el uso de la extracción con éter etílico después de 24 horas de co-cultivación en cajas de 

Petri bipartidas para evitar el contacto físico entre el hongo y la bacteria, se muestra en la Tabla 

1. El perfil de COVs consta de 23 compuestos entre ellos se encuentra Alcoholes, Alcanos, 

Alquenos, Éteres, Ésteres, Cetonas, Amidas y compuestos que contiene azufre. 

 

Tabla 1. Perfil de compuestos orgánicos volátiles de  Bacillus cereus MH778713 contra Fusarium 

sp. después de 24 horas de co-cultivación en cajas de Petri bipartidas. 
No. Rt (min) Compuestos Formula 

molecular 
Peso 
molecular 

Área %  

1 11.185 4-ethyl-Decane C12H26 170.34 1.53 

2 11.795 3,7-dimethyldecane C12H26 170.34 0.71 

3 13.502 4,6-dimethyldodecane C14H30 138.394 2.61 

4 13.589 Pentadecane  C15H32 184.367 0.64 

5 13.761 Oxalic acid, 6-ethyloct-3-yl 
propyl ester 

C15H28O4 272.385 0.98 

6 133.922 2,6,11-trimethyl Dodecaneso C15H32 212.421 1.91 

7 15.107 Hexadecane C16H34 226.448 1.01 

8 15.393 Heneicosane C12H44 296.574 4.67 

9 16.810 2,6,10-trimethyl pentadecane C18H38 254.502 1.82 

10 16.939 Heptadecane C17H36 240.435 3.73 

11 17.357 Heptacosane C17H56 380.745 4.23 

12 17.615 1-Octadecene C18H36 252.486 4.48 

13 18.302 Hentriacontane C31H64 436.853 2.20 

14 18.345 Pentacosane C25H52 352.691 1.61 

15 18.442 1H-Indole, 5-methyl-2-phenyl C15H13N 207.276 6.20 

16 18.538 Eicosane C20H42 282.556 3.80 

17 18.785 1-Propene, 3-(2-
cyclopentenyl)-2-methyl-1,1-
diphenyl- 

C21H22 274.407 5.71 

18 18.828 11-decyl- Tetracosane C34H70 478.934 6.35 

19 19.0 Oxalic acid, allyl hexadecyl 
ester 

C21H38O4 254.531 2.22 
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20 19.268 Methadone N-oxide C21H27NO 309.453 1.87 

21 20.285 Octadecane C18H38 254.502 1.82 

22 20.750 9-Nonadecene C19H38 266.513 2.35 

23 24.883 1,2-Propanediol, 3-
benzyloxy-1,2-diacetyl 

C14H18O5 266.293 1.78 

 

Se ha probado la eficacia de COVs alcanos producidos por Bacillus amyloquefaciens NJN-6 los 

cuales son presentan una actividad antifúngica contra Fusarium oxyspurum (Yuan et al., 2012), 

En el perfil de producción de VOCs Bacillus cereus MH778713 expresa en su mayoría compuestos 

alcanos, en este ensayo se usaron 4 compuestos alcanos presentes en la muestra y de los cuales 

anteriormente se había probado su efecto como promotores del crecimiento vegetal 

(Hentriacontane, Heneicosane y Tetracosane) a una concentración de 50 µg. Se usaron como 

controles negativos cajas de Petri no inoculadas Fig. 3 (a) y cajas de Petri inoculadas con E. coli 

BL21 DE3 Fig. 3 (b), como control positivo se usaron cajas de Petri inoculadas con Bacillus cereus 

MH778713 Fig. 3 (c), el análisis de la inhibición del crecimiento con los compuestos 

hentriacontane, heneicosane y tetracosane se muestra en la Fig. 3 (d, e y f) respectivamente.  
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Fig 3. Muestra la actividad antifúngica de Bacterial COVs, (d) Hentriacontane, (e) Heneicosane , 

(f) Tetracosane y los controles negativos (a) placas de Petri bipartidas sin inocular y placas de Petri 

bipartidas inoculadas con E. coli BL21 DE3 (b) y el control positivo placas de Petri bipartidas 

inoculadas con Bacillus cereus MH778713 (c). 

 

Siendo el compuesto tetracosane el que tuvo un efecto casi nulo en la inhibición del crecimiento 

radial del hongo. La inhibición del crecimiento radial de Fusarium sp. después de 24 horas de co-

cultivación fue evaluado y la menor inhibición del crecimiento radial se fue para el compuesto 

tetracosane, como se muestra en la Fig. 4. 

 
Fig 4. Diferencia en la medición del crecimiento radial de la colonia de Fusarium  sp. al ser co-

cultivado durante tres días en cajas bipartidas con  Bacillus cereus MH778713; n=15. 

 

DISCUSIÓN 

Muchas bacterias del suelo pueden producir COVs los cuales se han documentado que podrían 

tener una capacidad antifúngica, evitando la propagación en el suelo de fitopatógenos y 

permitiendo que la semilla de las plantas pueda germinar (Garbeva et al., 2011). Diferentes 

bacterias del género Bacillus son capaces de producir compuestos volátiles orgánicos los cuales 

son capaces de inhibir el crecimiento miceliar de diferentes hongos, por ejemplo Bacillus subtilis 

CF3 produce 2, 4 -ditertbutilfenol el cual inhibe el crecimiento miceliar de Botrytis cinerea, 

Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium expasum, Monilinia fructicola y Alternaria alternata 

produce una inhibición miceliar de hasta 59.97% (Gao et al., 2018). Bacillus subtilis FA26 

sintetiza compuestos como Hexadecano, Pentadecano y Eicosano los cuales muestran una alta 

actividad antimicrobiana frente Clavibacter michiganensis (Rajer et al., 2017). Bacillus 
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amyloliquefaciens NJN-6 compuestos alquílicos de C14-C15 (tetradecano y pentadecano) exhiben 

la capacidad de inhibir de un 22.5-18.4 % respectivamente el crecimiento miceliar de Fusarium 

sp. (Yuan et al., 2012). Bacillus cereus MH778713 produce más de 20 compuestos volátiles 

orgánicos (COVs) de los cuales la mayoría son compuestos alquílicos, de estos compuestos se 

eligieron los tres más abundantes para realizar ensayos de inhibición de Fusarium sp., dos de ellos 

son alcanos de cadena larga de C21 y C31 (Heneicosane y Hentriacontane) fueron capaces de 

inhibir el crecimiento de miceliar de Fusarium sp. en ensayos in vitro.  La expresión de Bacterial 

COVs es capaz estimular la expresión de genes envueltos en funciones importantes para bacterias 

del suelo como la fijación de nitrógeno (nifH), denitrificación (nirS), nitrificación (amoA) y la 

producción de antibióticos como (NRPS) (Yuan et al., 2017). Los COVs son una forma de 

comunicación directa entre los organismos que forman parte de la rizosfera (Raíces de las plantas, 

hongos, bacterias y protistas) (Yamada et al., 2012). En 2015 se empezaron a describir una familia 

de terpeno sintasas bacterianas las cuales se encuentran directamente relacionadas con la expresión 

de COVs que se encuentran mediando la interacción química entre todos los organismos que se 

encuentran formando parte de la comunidad rhizosferica, proporcionando evidencia sobre la 

presencia de proteínas las cuales son encargadas de expresar los compuestos para que se lleve a 

cabo la comunicación (Yamada et al. 2015). Sin embargo todavía falta dilucidar como estos 

compuestos logran que se lleve a cabo la comunicación entre organismos, si estos organismos son 

capaces de internalizados y llevar la señal para ser traducida mediante receptores y mediadores de 

la cascada de señalización desencadenada por estos compuestos, o si los receptores se  encuentran 

presentes en la membrana celular y de ahí es desencadenada la respuesta de los individuos 

presentes en el nicho ecológico para ser esta traducida  y disparar una serie de reacciones como 

respuesta al estimulo de estos compuestos o simplemente estos compuestos son metabolizados por 

los organismos de la comunidad y transformados para convertirlos en moléculas con una actividad 

biológica importante (Widhalm et al., 2015; Adebesin et al., 2017; Tissier et al., 2017). Los 

mecanismos de acción todavía no se han dilucidado sin embargo se ha demostrado el efecto de 

COVs alquílicos de cadena larga C21 y C31 aislados de Bacillus cereus MH778713 en su eficacia 

para inhibir el crecimiento radial de un hongo fitopatógeno de interés económico como Fusarium 

sp. 
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CONCLUSIÓN 

Los compuestos hentriacontane y Heneicosane determinados mediante el análisis de CG-EM 

muestran una eficaz actividad antifúngica, por lo cual podrían ser una alternativa atractiva como 

agentes de biocontrol para los cultivos de interés agrícola que son afectadas por este agente 

patógeno.  
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 
FIGURAS SUPLEMENTARIAS CAPÍTULO 1 
 

 
Fig S1. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados en el sedimento de la región del río Nexapa.   

 

Fig S2. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados del suelo no Rizosférico de la región del río Nexapa.   
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Fig S3. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados del suelo Rizosférico de la región del río Nexapa.   

 

Fig S4. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados de la raíz de Prosopis laevigata. 
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Fig S5. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados del tallo de Prosopis laevigata. 

 
Fig S6. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados de las hojas de Prosopis laevigata. 
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Fig S7. WDXRF (Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) difractograma que muestra el 

contenido de metales pesados de la vaina de Prosopis laevigata. 

 

Fig S8. Tolerancia del aislado Bacillus cereus MH778713 a altas concentraciones de aluminio. a. 

muestra diferentes diluciones de la cepa de 10-1 a 10-4 sin aluminio, b. muestra diferentes diluciones 

de la cepa de 10-1 a 10-4 con aluminio a la concentración de 10000 mg/kg. 

 

 

 

 

 



 74 

 

 

Fig S9. A. Captación de cromo VI a 218 mg/kg, B. Relación entre la concentración de cromo 

inicial y el máximo de captación de metal absorbido por el aislado Bacillus cereus MH778713. 

 

 

Fig S10. Sobrevivencia de las células de Bacillus cereus MH778713 en solución acuosa a 1474 

mg/kg. de cromo VI A y B células al tiempo 0, C células después de un tratamiento con cromo VI 

durante 7 horas.  
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FIGURA SUPLEMENTARIA CAPÍTULO 2 

 

Fig. suplementaria 1. Se muestran los tres diferentes controles negativos usados en este trabajo. 

Semillas de Prosopis laevigata las cuales germinaron en placas bipartidas por 72h h a 28 °C en 

agar agua con 2500 mg L-1 of cromo (VI) expuestas a 5 µl de benceno (b), Escherichia coli BL21 

(DE3) (c), sin nada (a). Este análisis fue hecho por quintuplicado en tres experimentos diferentes. 
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TABLAS SUPLEMENTARIAS  
TABLAS SUPLEMENTARIA CAPÍTULO 1 
 
Tabla Sup1. Contenido de metales pesados en sedimento, suelo y tejidos de la árboles jóvenes de 

Mesquite. La concentración de metales pesados esta dada en mg/kg. El sedimento corresponde a 

las muestras del río Nexapa, el contenido del suelo rizosférico tomado a 300 metros de el río 

Nexapa, suelo no rizosférico las muestras fueron tomadas a 200 metros del río Nexapa y el suelo 

rizosférico tomado de el lugar de toma de muestra. Los valores de referencia de los metales pesados 

se muestran en las columnas R plant y R soil en la tabla (Kabata y Pendias. 2010).   

 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Elemento Sedimento 
(mg/Kg)  

Suelo no rizosférico 
(mg/Kg)  

Suelo 
Rizosférico 
(mg/Kg)  

Raíz 
 
(mg/Kg)  

Tallo 
(mg/Kg)  

Hoja 
(mg/Kg
)  

Valores de 
referencia para 
plantas 
(mg/Kg)  

Valores de 
referencia 
para suelos 
(mg/Kg)  

Al 5.29 x104 4.43 x104 6.18 x104 5700 2.06 x104 4000 1x103 1x105 
Fe 4.55x104 4.36 x104 5.13 x104 5800 3.2 x103 4200 1200 500 

Ti 5 x103 4.9 x103 5.3 x103 ---- 2900 ----- 80 9x103 

Cr 862 435 208 ---- ----- ----- 0.2 50 

Zn 154 108 174 939 427 <20 20 120 

Cu 135 <20 66.9 <20 644 <20 1500 100 

Ni 218 <20 ----- ---- ---- ----- 100 90 
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