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RESUMEN

Se aislaron bacterias a partir de suelos contaminados por la mineria en el municipio de Concepcién del Oro en
Zacatecas con el propo6sito de encontrar cepas tolerantes a altas concentraciones de metales especificamente
plomo, cadmio y arsénico y después probar si poseen la capacidad de inmovilizar dichos metales del medio, de
esta manera se obtendrian bacterias con un potencial uso biotecnolégico en estrategias de biorremediacién, de
las cepas bacterianas que fueron expuestas a plomo, cadmio y arsénico, 4 cepas diferentes: ¢23, ¢52, c67 y c68,
llegaron a tolerar concentraciones de hasta 135mg/l, 30mg/l y 6000mg/l respectivamente. Posteriormente estas
4 cepas fueron identificadas por medio de microscopia, pruebas bioquimicas y espectrometria de masas Maldi-
Tof encontrandose que son bacterias pertenecientes al género Bacillus. La confirmacidn del género y especie
se realiz6 posteriormente por técnicas moleculares obteniéndose una secuencia del genoma y comparandola
con bases de datos como NCBI, encontrandose que las cepas tolerantes son Bacillus cereus y Bacillus
thuringiensis. Las pruebas de inmovilizacién de metales en medio liquido se llevaron a cabo exponiendo las
bacterias a los metales antes mencionados en una concentracion inicial de plomo, cadmio y arsénico a 55 mg/l,
20 mg/l y 1000 mg/I respectivamente durante un periodo de 8 dias de incubacion a 28 + 3°C, durante este
periodo de tiempo se tomaron alicuotas para establecer una curva de crecimiento, analizando la densidad dptica
por medio de espectrometria UV-Vis, y de reduccion en la concentracion de metales por medio de
espectrofotometria de absorcion atémica, se determind que hubo una disminucién en la concentracién inicial
de los metales siendo c23 la que presentd los mayores porcentajes de reduccion de plomo y cadmio en el medio.



ABSTRACT

Bacteria were isolated from soils contaminated by mining in the municipality of Concepcion del Oro in
Zacatecas with the purpose of finding strains tolerant to high concentrations of metals, specifically lead,
cadmium and arsenic, and then testing whether they have the ability to immobilize said metals from the soil.
medium, in this way bacteria with a potential biotechnological use in bioremediation strategies would be
obtained, from the bacterial strains that were exposed to lead, cadmium and arsenic, 4 different strains:; ¢23,
c52, c67 and c68, managed to tolerate concentrations of up to 135mg/l, 30mg/l and 6000mg/l respectively.
Subsequently, these 4 strains were identified by means of microscopy, biochemical tests and Maldi-Tof mass
spectrometry, finding that they are bacteria belonging to the genus Bacillus. Confirmation of the genus and
species was subsequently carried out by molecular techniques, obtaining a genome sequence and comparing it
with databases such as NCBI, finding that the tolerant strains are Bacillus cereus and Bacillus thuringiensis.
The metal immobilization tests in liquid medium were carried out exposing the bacteria to the aforementioned
metals in an initial concentration of lead, cadmium and arsenic at 55 mg/l, 20 mg/l and 1000 mg/l respectively
for a period of 8 days of incubation at 28 + 3°C, during this period of time aliquots were taken to establish a
growth curve, analyzing the optical density by means of UV-Vis spectrometry, and the reduction in the
concentration of metals by means of spectrophotometry. of atomic absorption, it was determined that there was
a decrease in the initial concentration of metals, being c23 the one that presented the highest percentages of
reduction of lead and cadmium in the medium.



INTRODUCCION

La mineria en México constituye una de las principales actividades econémicas del pais aportando el 2.3% del
Producto Interno Bruto ademas de que cerca del 70% del territorio podria ser explotado para dicho fin, sin
mencionar que a nivel mundial México destaca en la produccion de 17 minerales siendo el mayor productor de
plata. Sin embargo, la actividad minera supone un gran impacto ecolégico debido a la generacion de residuos
téxicos que generalmente tienen un mal manejo llegando a ocasionar la contaminacion de acuiferos, el drenaje
al subsuelo de acidos, la sedimentacion y deposicion de metales, sumado al hecho de que al construir las minas
se deforestan amplias zonas de vegetacion afectando la biodiversidad del lugar.

Como ya se menciond la mineria es una de las principales causas de la contaminacién por metales, las
propiedades toxicas de los metales se deben a su capacidad de formar enlaces covalentes con grupos organicos
formando iones lipofilicos y compuestos capaces de unirse a las macromoléculas de las células facilitando su
distribucion en la biosfera. Otra propiedad que los hace téxicos es que no pueden ser biodegradados, una vez
entran a los organismos estos buscaran atraparlos por medio de proteinas o granulos intracelulares para después
excretarlos y en caso de que los metales no puedan ser excretados estos tienden a bioacumularse en los tejidos
causando complicaciones bioldgicas y fisioldgicas.

La contaminacidn por metales en México es un problema muy grave dada la importancia que tiene la mineria
para el desarrollo econémico del pais constituyendo un riesgo al estado de la salud de los organismos y del
ambiente mismo, partiendo del principio de adaptabilidad que presentan las especies bacterianas para soportar
ambientes hostiles, el presente trabajo tiene como finalidad el encontrar especies bacterianas capaces de tolerar
altas concentraciones de metales y determinar si las mismas poseen la facultad de inmovilizarlos del medio.
Para llevar a cabo dicho proyecto se aislaron bacterias de suelos contaminados por la actividad minera en el
municipio de Concepcion del Oro en Zacatecas, dichas bacterias fueron expuestas a distintas concentraciones
de plomo, cadmio y arsénico, posteriormente las bacterias que presentaron una mayor tolerancia se identificaron
por distintas metodologias como lo fueron microscopia, espectrometria de masas, pruebas bioquimicas y
técnicas moleculares. Finalmente se probé la capacidad de las bacterias para inmovilizar los metales del medio.



1. ANTECEDENTES
1.1 CONTAMINACION DEL SUELO

La contaminacion ambiental es definida por SEMARNAT como la presencia de materia 0 energia cuya
naturaleza, ubicacién o cantidad producen efectos ambientales indeseables, o bien como la alteracion hecha o
inducida por el hombre a la integridad fisica, biologica, quimica y radiol6gica del medio ambiente
(SEMARNAT, 2019). La naturaleza de los contaminantes es variada desde agentes quimicos, fisicos, biolégicos
o de radiacion y generalmente la contaminacion esta asociada al desarrollo econémico y social de un pais sobre
todo cuando no son tomadas en cuenta las consecuencias para el ambiente. La contaminacion ambiental engloba
diferentes tipos de contaminacion como lo son la contaminacion atmosférica, la hidrica, del suelo, la acustica,

la luminica, la visual y la térmica (Guzman, 2022).

El suelo es un sistema abierto, complejo, autoorganizativo, estructural y funcional, es uno de los recursos
naturales mas importantes por su papel como sostén de la vida en el globo terrdqueo. El suelo, al ser de carécter
anisotropo, parte de un material parental que bajo determinadas condiciones climaticas, bidticas y
geomorfoldgicas se va alterando progresivamente en un tiempo determinado. De esta manera, el suelo se
conforma por distintas capas u horizontes diferenciados entre si por las caracteristicas fisico-quimicas y
bioldgicas como el pH, potencial redox, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio, textura, estructura,

porosidad, capacidad de retencidn de agua, densidad, entre otros (Jiménez Ballesta, 2017a).

Los suelos cumplen importantes funciones para el ecosistema y el desarrollo de actividades sociales y

econémicas como:

Produccion de alimentos y biomasa: da soporte y proporciona nutrientes a las plantas para la produccion de
alimentos y biomasa. Més del 95% de la produccién mundial de alimentos depende del suelo.

Escenario para que sucedan los ciclos biogeoquimicos: el suelo tiene una posicion central e insustituible en
la sucesion de los ciclos biogeoquimicos, asegurando el paso de los elementos quimicos de los sistemas bi6ticos
a los abidticos.

Almacenamiento o fijacion de carbono: el suelo es el mayor sumidero de carbono en el planeta, a través de
la captura de carbono impide que el CO,vaya a la atmdsfera y por medio de la accién de plantas y organismos
del suelo el carbono se transforma en materia orgénica que se acumula.

Almacenamiento y filtracion de agua: el suelo capta, filtra y almacena agua durante el ciclo hidroldgico
permitiendo la recarga de los acuiferos, al hacer esto puede capturar contaminantes del agua ayudando a la
purificacion de la misma.

Soporte de las actividades humanas y fuente de materias primas: en el suelo se realizan actividades

industriales, se realizan obras civiles y suministra materias primas como arcilla, metales entre otros.



Reserva de biodiversidad: es el hogar de una gran cantidad de organismos tanto en su exterior como en su
interior.
Depdsito del patrimonio geoldgico y arqueoldgico: en el suelo se almacenan restos que son parte de la historia

de la humanidad y de la Tierra (Burbano-Orjuela, 2016).

La contaminacion de los suelos puede verse como la degradacidn quimica que ocurre cuando estos reciben
cantidades de contaminantes tales que sobrepasan su capacidad natural de autodepuracion y deriva en la pérdida
de su productividad. La contaminacion del suelo si bien puede suceder de manera natural, como cuando la
misma evolucién del suelo favorece la concentracion de ciertos metales, lo mas comun es que tenga un origen
antropogénico como puede ser el almacenamiento inadecuado de residuos, explotaciones mineras, derrames de

petréleo o sus derivados, actividad agricola, etc. (Jiménez Ballesta, 2017a).

1.2 CONTAMINACION POR METALES

Dentro de los contaminantes del suelo se encuentran los denominados “metales pesados” que engloban a
elementos quimicos metalicos y metaloides. Los metales pesados o simplemente metales son clasificados dentro
de este grupo en base a su peso atémico el cual va de 63.55u (Cu) a 200.59u (Hg) o bien en base a su densidad
que puede ser de 4 g/lcm® a 7 g/cm®. Aunque los metales pesados suelen ser tdxicos en concentraciones elevadas
hay algunos que en concentraciones adecuadas son necesarios para los organismos como es el caso del zinc o
el selenio (MITECO, s.f.).

Si bien, los metales se encuentran de manera natural en la corteza terrestre es la actividad humana la principal
causa de su dispersion en el ambiente por medio de actividades como la mineria, la metalurgia, la industria
automotriz, la agricultura, etc. Las propiedades toxicas de los metales se deben a su capacidad de formar enlaces
covalentes con grupos orgénicos formando iones lipofilicos y compuestos capaces de unirse a las
macromoléculas de las células facilitando su distribucion en la biosfera. Otra propiedad que los hace téxicos es
gue no pueden ser biodegradados, una vez entran a los organismos estos buscaran atraparlos por medio de
proteinas o granulos intracelulares para después excretarlos y en caso de que los metales no puedan ser
excretados estos tienden a bioacumularse en los tejidos causando complicaciones biolégicas y fisioldgicas
(Briffa et al., 2020).

En la tabla 1 se resumen los metales mas comunes en suelos.

Tabla 1 Principales metales encontrados en los suelos. La informacién fue tomada de Jiménez Ballesta
etal., 2017.

Metal Caracteristicas

Plomo (Pb) Se encuentra de manera natural en forma de plomo i6nico o formando éxidos e hidréxidos

de plomo siendo los fosfatos, carbonatos e hidroxidos de plomo los compuestos insolubles




predominantes. Pb(Il) es la forma mas comdn y reactiva mientras que el sulfuro de plomo

(PbS) es la forma sélida mas estable dentro de la matriz del suelo.

Cromo (Cr)

Se encuentra siempre formando compuestos en la naturaleza, su principal fuente de emision
es la galvanoplastia y eliminacion de residuos que lo contienen. Cr(VI) es su forma mas
toxica y movil en forma de cromato (CrO.%) y dicromato (Cr.0;%). El Cr(11l) es la forma
predominante en ambientes acidos y su movilidad se ve restringida a los procesos de
adsorcion a los coloides del suelo. En cantidades traza el Cr(lll) es necesario en el
metabolismo de glucosa y lipidos en los animales, sin embargo, en grandes cantidades es

un carcinogeno al igual que el Cr(VI).

Arsénico (As)

Es un metaloide encontrado en gran cantidad de minerales como 6xido de arsénico (As;Os3).
En ambientes aerdbicos predomina el As(V) en la forma de arseniato (AsO4*) en varios
estados de protonacion. A mayores niveles de pH aumenta la movilidad del As, aunque al
adsorberse a los coloides del suelo puede ser transportado a través de aguas subterraneas y

superficiales.

Zinc (Zn)

Es un metal de transicidn cuya presencia a aumentado debido a la actividad humana, si
bien, es un oligoelemento esencial para animales y plantas puede ser toxico en altas
concentraciones. En suelo las altas concentraciones de Zn retrasan la descomposicion de

materia organica al afectar el desarrollo de microorganismos y gusanos descomponedores.

Cadmio (Cd)

Es un metal de transicién y uno de los mas toxicos junto al plomo y el mercurio, se
encuentra en forma de iones Cd(Il) y por su similitud quimica con el Zn puede sustituirlo
causando alteraciones en el metabolismo. La lluvia &cida, la acidificacion del suelo y las
aguas superficiales aumentan su movilidad en el ambiente sumado a su presencia en varios

procesos productivos.

Cobre (Cu)

Es un elemento esencial para plantas y animales, generalmente no representa un riesgo para
la salud de los mismos salvo cuando esta en forma de cobre i6nico Cu(ll) pudiendo causar

dafios en higado, rifién y estomago.

Mercurio

Es un metal liquido que normalmente se recupera como subproducto de procesos de
extraccién de minerales. EI mercurio que es emitido en forma de vapor o sélida se incorpora
al suelo mediante deposicion seca o0 hiimeda a través de cenizas volantes y agua de lluvia.
El mercurio elemental se transforma a formas alquiladas mediante procesos bidticos o
abioticos, estas especies de mercurio son las mas téxicas y llegan a ser volatiles en el aire

y solubles en el agua.

Niquel

Es un elemento esencial a bajas concentraciones, se encuentra en diversas formas como
Ni(I1), Ni(OH)2, Ni3O4, Ni2Os, NiO; 0 Ni?* dependiendo del pH del entorno. A medida que
asciende el pH aumenta la movilidad del niquel pudiendo ser lixiviado hacia las capas

fredticas.
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Los metales al dispersarse por el ambiente pueden ingresar a las personas por medio de su absorcién a través

de la piel, por medio de la respiracion o por la ingesta de alimentos contaminados por los mismos ya que pueden

integrarse a la cadena alimenticia al contaminar los cuerpos acuiferos y estos son utilizados para el riego de

cultivos, para el consumo humano o de animales. Una vez que ingresan a los organismos y a la cadena

alimenticia suceden los fendmenos de bioacumulacion, acumulacién de los metales en los tejidos, y la

biomagnificacion que es la presencia de una mayor concentracion de metales en los tejidos de los organismos

ubicados en los niveles mas altos de la cadena alimenticia. Los tejidos que presentan una mayor actividad

metabdlica como el higado o rifiones tienden a acumular mas los metales (Zaynab et al., 2022).

La tabla 2 resume de manera general las principales afectaciones a la salud causadas por cada metal.

Tabla 2 Principales efectos en la salud causado por metales. Informacién tomada de Rai et al., 2019.

Metal Dosis de respuesta Riesgos a la salud
Plomo (Pb) | NOAEL.: 25 ug/l Encefalopatia, dafio al sistema nervioso central, al sistema
RfD (mg/kg/dia): | circulatorio y al sistema cardiovascular. Puede afectar el desarrollo
0.35x10°° cognitivo en nifios. Afectar funciones metabolicas y renales. Puede
Limite toxico: | ocasionar anemia, dafio nefrético y esta relacionado con el desarrollo
>70p/dl de céancer.
Cromo El limite toxico en | Puede ocasionar falla renal y del higado, hemolisis y hemorragia
(Cn) personas no  estd | gastrointestinal, colapso del sistema respiratorio al causar cancer de
definido adn. pulmoén o fibrosis pulmonar.
Arsénico Limite toxico: >50 | Disfuncién multiorgénica, encefalopatia, depresion de la médula
(As) po/l 6sea, hepatomegalia, melanosis, diarrea, neuropatia severa, sindrome
del QT largo, enfermedad vascular, cancer en pulmén, rifién, vejiga
y piel y diabetes.
Zinc (Zn) LOAEL.: 59.3 | Problemas respiratorios, en mujeres adultas puede disminuir de
mg/Kg/dia manera significativa (47%) la concentracion de la enzima superdxido
RfD: 1.00x10 | dismutasa en eritrocitos.
mg/Kg/dia
Cadmio NOAEL (en | Afecta la funcién renal mediante el aumento de la secrecion de
(Cd) alimentos): 0.01 | proteinas de bajo peso molecular (f2 macroglobulinas y al
mg/Kg/dia macroglobulinas) y de enzimas (N-Acetil-B-D-glucosaminidasa),
RfD: 0.01x1072 | causa neumonitis, inhibicién de hormonas sexuales (progesterona y
mg/Kg/dia estradiol), disrupcion endocrina, proteinuria y actGa como
carcindgeno.
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Cobre (Cu) | LOAEL.: 10 | Afecta funciones metabdlicas y renales. En ratas se ha observado que
mg/Kg/dia puede ocasionar exceso de condensacion de proteinas en células

epiteliales de los tubulos proximales.

Mercurio 10 pg/l en sangre El mercurio inorganico puede ocasionar dafio en pulmones y rifiones
20 pg/l en orina y proteinuria. El mercurio organico puede ocasionar dafio en el
sistema nervioso central, hipersensibilidad, sindrome nefrético y la

enfermedad de Minamata.

Niquel NOAEL.: 5 | Afecta la funcién renal y disminuye el peso corporal y de los
mg/Kg/dia 6rganos.
RfD: 0.05x10!
mg/Kg/dia

*NOAEL.: Nivel sin efecto adverso observado; LOAEL: Nivel méas bajo con efecto adverso observado; RfD:

Dosis de referencia, dosis por unidad de peso corporal y dia que es probable que no represente un riesgo.

La presencia de metales en el suelo baja la calidad del mismo y puede ocasionar diversos efectos adversos en
los ecosistemas principalmente a través de procesos microbianos y las interacciones suelo-microbio. Algunos
metales resultan toxicos para las plantas ocasionando dafios en su desarrollo y procesos fisioldgicos como la
reduccion de su ratio de crecimiento, movimiento del estoma y desbalance de los nutrientes y la inhibicion de
la fotosintesis. A nivel celular los metales dafian las membranas celulares de las plantas y al generar una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno se llegan a destruir biomoléculas y organelos (Qin et al., 2021).

Una vez los metales se depositan en los suelos por medio de arrastre pueden llegar a distintos mantos acuiferos
donde se pueden depositar en los sedimentos y ser absorbidos por las plantas acuiferas o bien pueden ingresar
a los organismos acuaticos como peces y moluscos donde se acumulan en sus tejidos y ocasionar una serie de
afectaciones como mutaciones, infertilidad, afectar el desarrollo embrional o larval, disminuir la esperanza de

vida de los organismos asi como comprometer las funciones de distintos 6rganos (Taslima et al., 2022).

1.3 LA INDUSTRIA MINERA

La mineria es el conjunto de actividades que son llevadas a cabo en yacimientos con el propoésito de extraer y
explotar los recursos minerales acumulados en el suelo y subsuelo. Esta considerada como el inicio de todas las
cadenas productivas industriales llegando a marcar las épocas del progreso conforme se utilizaban los minerales
desde la Edad del Bronce hasta la Epoca Cibernética (Camimex, 2020; Mexicominero, 2018). La mineria y el
procesamiento de los minerales contribuyen enormemente a la economia de una nacidn, ademas, es a través de
ella que se obtienen recursos invaluables para la civilizacion moderna. Sin embargo, a medida que crece la
demanda por los recursos mineros también lo hace el impacto negativo que esta industria genera en el ambiente,
por lo que se busca que para el 2050 sea una actividad sostenible. Los medios a través de los cuales la mineria

impacta sobre el ambiente es por el mal manejo de los residuos ya que puede ocasionar la contaminacion de
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acuiferos, el drenaje al subsuelo de acidos, sedimentacién y deposicion de metales, ademas, al construir las

minas se deforestan amplias zonas de vegetacién afectando la biodiversidad del lugar (Farjana et al., 2019).

Existen distintas herramientas para determinar el impacto en los ecosistemas provocado por la mineria, una de
estas herramientas es la evaluacion del ciclo de vida (ECV) donde se considera todas las etapas involucradas
desde el momento de la extraccién hasta la disposicion final y en ella se cuantifica todos los dafios asociados a
cada etapa basados en un inventario del ciclo de vida para finalmente hacer una interpretacion. Otra herramienta
utilizada es el uso de los datos generados por el cambio de uso de suelos. Al combinar ambas herramientas, que
llegan a estar relacionadas, se obtiene un estudio mas completo y se ha podido determinar que la mineria
produce importantes efectos en el cambio de uso del suelo al producir la perdida de vegetacion por la

deforestacién y generar una importante emision de CO; (Islam et al., 2020).

Aproximadamente el 70% del territorio mexicano tiene potencial para ser explotado por la mineria, sin
embargo, solo se explota alrededor del 30%, el sector minero-metaltrgico contribuye al 2.3% del Producto
Interno Bruto Nacional y al 8.3 del Producto Interno Bruto Industrial. A nivel mundial México se encuentra
entre los 10 primeros productores de 17 minerales: 1° plata; 2° fluorita; 3° sulfato de sodio y wollastonia; 5°
bismuto, molibdeno y plomo; 6° cadmio, sulfato de magnesio, zinc, diatomita y barita; 8° yeso, sal y oro; y 9°
cobre. Para el 2020 México, con un 25% del total mundial, fue el segundo destino de América Latina con mayor
presupuesto para exploracion segun el informe de S&P Global Market Intelligence, de igual forma fueron
invertidos 3 mil 532.62 millones de dolares al sector minero y se obtuvo una produccién de 13 mil 95 millones

de dolares (Camimex, 2020; Secretaria de Economia, 2022).

Ubicado en la regién centro-norte del pais y a una altura de 2,100 metros sobre el nivel del mar se encuentra el
estado de Zacatecas, es el octavo estado mas extenso del pais con una superficie de 75,284 Km? y su paisaje se
caracteriza por ser rocoso, con cafiones, sierras y llanos donde se ubican importantes yacimientos de oro, plata,
plomo, cobre, zinc y manganeso. La mineria en Zacatecas comenzé alrededor del afio 1548 cuando fueron
descubiertos yacimientos de plata y es el segundo estado de mayor importancia minera en el pais (Almeida et
al., 2019; S.G.M., 2020).

En 2019 el estado tuvo una produccion minera de 194,437, 101,909.07 billones de pesos lo que correspondid

al 20.18% del valor total nacional.

Por su ubicacion y tipo de minerales Zacatecas se divide en 17 regiones mineras, que se enlistan en la tabla 1,

en las que tienen actividades 19 empresas (S.G.M., 2020).
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Tabla 3 Regiones mineras del estado de Zacatecas. Informacién tomada de S.G.M., 2020.

Region

Mineralizacién

Distrito y zonas mineras

1.- San Julian

Au, Ag, Pb, Zn, Cu

San Julian

2.- Concepcion del Oro

Au, Ag, Pb, Zn, Cu

Pefiasquito, Melchor Ocampo, Nochebuena, Providencia y El

Salvador

3.- Miguel Auza-Juan Aldama

Au, Ag, Pb, Cu, Sn

Miguel Auza- Juan Aldama

4.-Nuevo Mercurio-Camino Rojo

Au, Hg

Nuevo Mercurio

5.- Gral. Francisco R. Murguia

Au, Ag, Pb, Zn, Sbh

Santa Rita, San Gregorio, Concordia y El Rosario

6.-Sombrerete- Chalchihuites

Au, Ag, Pb, Zn, Cu, Sn, Hg,
Caolin

Sombrerete, San Martin, Chalchihuites

7.- Sain Alto

Hg, Sn

Cerro Colorado, Bonancita, Sauz y Nuevo Mercurio

8.- Villa de Cos

Mn, Hg, Sb, F, Onix, Sal

La Abundancia, Manganita, La Prieta, San Felipe de Jesus,

Tenango, El Capirote, El Burrito y Sarteneja

9.- Jiménez de Tell

Au, Ag, Pb, Zn, Cu, Sn

Jiménez de Tedl

10.- Fresnillo Ag, Au, Pb, Zn Fresnillo
11.- Valparaiso Au, Ag, Sn, Bi Valparaiso
12.- Zacatecas Ag, Pb, Zn, Cu, Cd Zacatecas
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13.- Villanueva-Jalpa

Fluorita, Ag, Pb, Zn, Cu

Villanueva Jalpa

14.- Panfilo Natera- Ojocaliente

Ag, Pb, Zn, Wollastonia

Panfilo Natera, Ojocaliente, Luis Moya

15.- Real de Angeles

Pb, Ag, Zn

Real de Angeles

16.- Pinos

Ag, Au, Sn, Caolin

Pinos

17.- Mezquital del Oro

Au, Ag, Mn, Opalo

Mezquital del Oro
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Figura 1 Regiones mineras del estado de Zacatecas y su ubicacion. Tomado de S.G.M., 2020.

Meéxico al tratarse de un pais con alta produccion minera tiene sitios altamente contaminados por metales entre
los que se encuentran los municipios de Guadalupe y Zacatecas en el estado de Zacatecas y donde se encuentran
altas concentraciones de arsénico y plomo en suelos y mantos acuiferos utilizados para la agricultura, en el
estado de Hidalgo se ubica el municipio de Zimapéan donde las concentraciones de arsénico exceden hasta 10
veces lo estipulado por la OMS o la poblacion minera de Villa de la Paz en San Luis Potosi (Covarrubias &
Pefia Cabriales, 2017).
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1.4 MICROORGANISMOS DE SUELO

Los suelos son el reservorio de un gran nimero de plantas y organismos vertebrados, pero ademas también
constituye el hogar de bacterias, hongos, protozoos, nematodos, gusanos de tierra y artropodos. De estos
organismos las bacterias son quienes tienen el rol principal en los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno,
fosforo y sulfuro permitiendo mantener la fertilidad del suelo, el reciclaje de nutrientes y aumenta la
disponibilidad de los mismos para las plantas; es este metabolismo el que las hace de interés para ser empleadas
en técnicas de remediacién (Yang & van Elsas, 2018). Las bacterias tienen la capacidad de habitar distintos
habitats incluso aquellos donde se presentan condiciones extremas como altas temperaturas, altas
concentraciones de sales o contaminantes e incluso donde el agua es muy escasa, se distinguen 4 grupos
funcionales: las descomponedoras, las mutualistas, las patdgenas y las litétrofas. Dentro de estos grupos hay
géneros de bacterias como Bacilus, Pseudomona, Azotobacter, Azospirillum, Agrobacterium, Gluconobacter,
Flavobacterium y Herbaspirillum que al fijar el nitrdgeno aumentan la fertilidad del suelo y promueven el
crecimiento de las plantas (Alown et al., 2021). Las poblaciones de bacterias, asi como los géneros de las
mismas que habiten un determinado lugar estan ligadas principalmente al pH del suelo, la disponibilidad del
nitrdgeno, el contenido de carbono organico, la temperatura y el potencial redox, aunque, todas las poblaciones
de bacterias cumplen las mismas funciones en los nichos ecoldgicos en que se encuentren como lo es el consumo
y produccion de gases atmosféricos (hidrégeno, diéxido de carbono, 6xidos de nitrégeno, compuestos volatiles),
cambiar la acidez del suelo, regular el carbono del suelo y el reciclaje de nutrientes, afectar la disponibilidad

del agua mediante la alteracion de la conductividad hidraulica y la hidrofobicidad del suelo (Fierer, 2017).

Las bacterias funcionan como buenos indicadores de la calidad del suelo ya que muestran sensibilidad a la
presencia de contaminantes, por ejemplo, en el caso de los metales pueden ocasionar la destruccién de la
membrana celular, reducir su actividad enzimatica, disminuir su funcion celular y reducir el nimero de genes
dependiendo de la cantidad de metales presentes. Como indicadores de la calidad del suelo las bacterias ofrecen

ciertas ventajas:

Son de los organismos con mayor actividad en los suelos, por lo que son mas susceptibles al estrés generado
por los metales.

Ademés de su abundancia, estan relacionados con la degradacion de los contaminantes, asi como con la
fertilidad de los suelos.

Las pruebas realizadas para el diagnostico suelen ser baratas, rapidas, faciles de realizar y necesitan una pequefia

cantidad de muestra (Tang et al., 2019).

A pesar de que la presencia de metales en el suelo llega a alterar las poblaciones microbianas haciendo que
estas disminuyan, la exposicién a largo plazo genera la aparicién de microorganismos capaces de tolerar dichas
condiciones. La tolerancia a los metales se logra por diferentes estrategias que emplean las bacterias como la

expulsion de las especies metalicas de la superficie celular, la bioacumulacion de los iones metalicos dentro de
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la célula, la biotransformacién de los metales hacia especies menos tdxicas o la adsorcion de los metales en la
pared celular (Ahemad, 2019).

1.5 USO BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS TOLERANTES A METALES

Debido al dafio ocasionado por la presencia de contaminantes en el suelo se han ido desarrollando técnicas de
remediacién siendo los métodos quimicos y fisicos los primeros en desarrollarse, sin embargo, suelen ser
costosos y en algunos casos afectar la integridad de los suelos. Métodos mas modernos incluye el uso de
microorganismos aprovechando las capacidades metabdlicas de estos, resultando en procesos mas econémicos

y amigables con el ambiente. Hay 3 estrategias que se pueden emplear en la biorremediacion:

Atenuacion natural: se monitorea la degradacion de los contaminantes sin la intervencion directa.
Bioestimulacion: consiste en ajustar condiciones ambientales como temperatura o humedad, afiadir nutrientes
y aceptores de electrones a los suelos contaminados con el fin de propiciar el aumento en la poblacién de los
microorganismos y disminuir la concentracion de los contaminantes. Se emplean los microorganismos nativos
del &rea a remediar.

Bioaumentacion: son inoculados microorganismos degradantes buscando aumentar la degradacion de los
contaminantes. Se utiliza cuando las poblaciones nativas no son capaces de degradar los contaminantes

presentes o su cantidad es muy poca (Alkorta et al., 2017).

Los mecanismos de tolerancia a los metales que presentan las bacterias pueden ser aprovechados en la
aplicacion de técnicas de biorremediacién como lo es la adsorcion de los metales en la superficie de la pared
celular, esto sucede por la atraccion que los metales sienten hacia ciertos grupos funcionales de las paredes
como los grupos carbonatos y esta influenciada principalmente por el pH del medio y por lo mismo al variar el
pH del medio puede ser un proceso reversible. Otro mecanismo que se utiliza es la bioacumulacién en la cual
los metales atraviesan la membrana celular de las bacterias mediante proteinas de transporte especificas y una
vez dentro son secuestrados por proteinas ricas en grupos sulfhidrilo o por vacuolas (Rebello et al., 2021). Otro
de los mecanismos estudiados es la biomineralizacion microbiana inducida por la precipitacion de fosfato en la
cual las enzimas fosfatasas de las bacterias incrementan la viabilidad del fosfato y mediante la precipitacion de
minerales que contienen fosforo, de la superficie celular, es mediada la mineralizacion de los iones metalicos
(Jiang et al., 2020). También se aprovecha la capacidad de las bacterias para cambiar el estado redox de los
metales y metaloides, esto lo logran al utilizar dichos metales como aceptores finales de electrones, por medio
de reacciones enzimaticas, cambiandolos a especies mas estables e insolubles y por lo tanto menos dafiinas (Yin
et al., 2019).
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2. JUSTIFICACION

La mineria constituye la actividad principal en el estado de Zacatecas llegando a tener una produccion de
194,437, 101,909.07 hillones de pesos en el afio 2019. Dentro del estado se ubican 17 zonas mineras y laboran
19 empresas que se encargan de extraer minerales como: oro, plata, plomo, zinc, cobre, entre otros. Sin
embargo, la mineria libera al medio gran cantidad de contaminantes, entre ellos metales y metaloides como
plomo, arsénico y cadmio, que al ser dispersados por medio del viento y del agua de escorrentia llegan a
contaminar el suelo, subsuelo y mantos acuiferos superficiales y subterraneos, constituyendo una problematica
ambiental y un riesgo para la salud de los organismos en los cuales se bioacumulan y biomagnifican en sus

tejidos.

La presencia de metales en el suelo puede alterar a las comunidades bacterianas presentes en el, ya sea que se
disminuya su biomasa o bien que sean menos productivas, aunque, también pueden desarrollarse colonias
tolerantes a los metales. La tolerancia a los metales estd dada por una serie de mecanismos que incluyen la

biosorcion, la bioacumulacion, la biomineralizacion o la quimiosorcion mediada por microorganimos.

La remediacidon de suelos es la actividad a través de la cual se busca recuperar la calidad del suelo y subsuelo
mediante la modificacion, extraccion o inmovilizacién del contaminante, para ello existen métodos quimicos y
fisicos, sin embargo, estos métodos suelen ser costosos, utilizan altas cantidades de reactivos y pueden generar
lodos tdxicos por lo que una alternativa mas econémica y con una menor generacion de residuos es el empleo

de microorganismos tolerantes a los contaminantes que se deseen tratar.

Por su actividad minera Zacatecas se encuentra entre los sitios mas contaminados por metales en México,
previamente se colectaron muestras en zonas cercanas a minas y se encontraron concentraciones de plomo,
cadmio y arsénico con valores de 54,119.8 mg/Kg, 321.5 mg/Kg y 11,233.8 mg/Kg respectivamente. Estas
condiciones si bien constituyen un riesgo ambiental y a la salud de los seres vivos, también son las adecuadas
para encontrar organismos micro y macroscopicos tolerantes a los metales con potencial para ser empleados en
técnicas de biorremediacion de suelo y agua. De esta manera se pretende realizar el aislamiento e identificacion
de bacterias a partir de las muestras colectadas, a las que se les realizaran pruebas de tolerancia a metales y

metaloides y posteriormente se determinara su capacidad para removerlos del medio.

Terminado el trabajo se tendrd un grupo de bacterias con potencial biotecnoldgico, con las cuales se podréa
seguir trabajando en pro de encontrar su posible uso en biorremediacion de sitios contaminados por metales y

metaloides.

El trabajo a desarrollar se ubica dentro del objetivo 12 del desarrollo sustentable de la ONU “Produccion y
consumos responsables” y en los Programas Nacionales Estratégicos 6 y 8 “Agentes Toxicos y Procesos
Contaminantes” y “Sistemas Socioecoldgicos y Sustentabilidad” respectivamente, al buscar elementos que

permitan dar solucion a la problematica de la contaminacién en suelo generada por la mineria.
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3. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las bacterias aisladas de suelos contaminados por la actividad minera en el estado de Zacatecas, presentan una
tolerancia a concentraciones elevadas de metales y metaloides y poseen los mecanismos para su captacién y e
inmovilizacidn en el suelo.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la tolerancia y capacidad de remocion de metales y metaloides en bacterias aisladas de sitios cercanos
a las minas en el municipio de Concepcion del Oro en el estado de Zacatecas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Aislar las bacterias presentes en las muestras de suelo.

- Obtener cepas puras y realizar la identificacion de las especies por medio de microscopia, pruebas
bioguimicas y técnicas moleculares.

- Realizar las pruebas de tolerancia a metales y metaloides.

- Realizar las pruebas para determinar la capacidad de remocion de los metales y metaloides.

21



5. METAS

- Obtener cepas bacterianas a partir de las muestras de suelos contaminados por metales.

- Conocer las concentraciones de plomo, cadmio y arsénico que son capaces de tolerar las cepas obtenidas
de las muestras de suelo.

- ldentificar la especie de la cepa bacteriana que demuestre mayor tolerancia a los metales mencionados

previamente.
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6. METODOLOGIA

6.1 AISLAMIENTO Y OBTENCION DE CEPAS AISLADAS A PARTIR DE LAS MUESTRAS DE
TIERRA.

Tomando como base el trabajo de Audu et al., 2020 se prepar6 una solucion salina al 0.8% de NaCl empleando
el reactivo Cloruro de Sodio, cristal (J.T. Baker Ref. 362401). 30 ml de la solucién de NaCl al 0.8% se
depositaron en un tubo cdnico y en él se suspendieron 3g de muestra de suelo, se agit6 y se dejoé en incubacién
durante 24 horas a 28°C en la incubadora (Thomas Scientific modelo no. TSINC2), esto debido al tiempo que
tenian las muestras de suelo en almacenamiento. Posteriormente se tom6 una alicuota de 1 ml y se depositd en
una placa de Petri que contenia agar nutritivo (BD Bioxon Ref. 210400) y se sembr6 por arrastre buscando

obtener colonias aisladas en la placa, la placa inoculada se incubo a 28°C durante 24 horas.

Las colonias desarrolladas fueron clasificadas en base a su morfologia colonial tomando en cuenta tamafio,
color, forma, brillo y tipo de bordes. Cada colonia que haya crecido separada del resto se resembro en una placa
nueva de agar nutritivo bajo las mismas condiciones de cultivo. De las placas donde solo se observé un solo
tipo de colonias se tomaron 3 colonias al azar, para confirmar la presencia de un solo tipo de bacteria, y se
depositaron en portaobjetos con una gota de agua destilada para obteniendo un frotis y realizar la tincion Gram
siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante Hycel del manual no. 541, los reactivos utilizados
fueron Alcohol-Cetona 1:1 Cédigo: 80200 de la marca Golden Bell, el colorante Violeta de Genciana Cat. 6269,
colorante Safranina Cat. 826 y Yodo Gram Cat. 724 de la marca Hycel. Las tinciones Gram se observaron en

el microscopio LEICA modelo DME.

6.2 PRUEBAS DE TOLERANCIA A METALES Y METALOIDES

Tomando como base el trabajo de Niane et al., 2019. Se prepararon 3 soluciones madre: solucidn de nitrato de
plomo (Pb(NOs)2) (Fermont Ref. 41792) con una concentracién de plomo de 58,210 mg/l de plomo, solucién
de cloruro de cadmio (CdCly) (Fermont Ref. 24262) con una concentracion de cadmio de 867 mg/l y una
solucion de arsenato de sodio dibasico heptahidratado (HAsNa,04.7H,0) (Sigma-Aldrich Ref. S9663-50G) con
una concentracion de arsénico de 9,150 mg/l. En tubos de vidrio se vaciaron 5 ml de caldo nutritivo (BD Bioxon

Ref. 210300) que se inocul6 con las colonias aisladas y se incubaron a 28°C durante 24 horas.

Placas de agar nutritivo fueron adicionadas con las soluciones madre de los metales a distintas concentraciones
de plomo a 16.8 mg/L, 84 mg/L, 109 mg/L, 134 mg/L, 151 mg/L, 168 mg/L y 185 mg/L; y de cadmio a 10
mg/L, 15 mg/L, 40 mg/L y 50 mg/L; para posteriormente ser inoculadas tomando 100 pl de las cepas cultivadas
en los caldos nutritivos e incubadas a 28°C durante 72 horas. Pasado el tiempo se observo si hubo desarrollo

bacteriano en las placas y se registré la concentracion de los metales a la que cada cepa dejo de desarrollarse.
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La tolerancia a arsénico se prob6 en caldo de cultivo nutritivo al que se afiadié el arsénico a distintas
concentraciones y posteriormente se inoculo con las bacterias, el caldo inoculado se incubo a 28°C durante 72
horas. Pasado el tiempo la presencia de turbidez en el caldo de cultivo indicaria que hubo un crecimiento
bacteriano. Las concentraciones de arsénico a las que fueron expuestas las bacterias fueron: 1000 mg/l, 2000

mg/l, 4000 mg/l y 6000 mg/I. La tolerancia a plomo y cadmio fue probada de igual manera en caldo de cultivo.

6.3 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS TOLERANTES.

La identificacion de las bacterias tolerantes se realizo en las instalaciones del Laboratorio Estatal de Salud
Puablica de Aguascalientes en el area de Control Microbioldgico. Se realiz6 tincion Gram de las bacterias
posteriormente por espectrofotometria de masas Maldi-Tof se hizo una identificacién proteémica utilizando el
equipo Maldi-Tof BD Modelo Microflex Bruker. Las pruebas bioguimicas realizadas fueron llevadas a cabo en
el equipo BD Phoenix™ M50 System. Finalmente se realizo la extraccion del ADN de las bacterias utilizando
el kit DNA Bacteria Plus Kit 50, se midi6 la pureza del ADN extraido con el espectrofotémetro BioDrop y se
realizd la secuenciacion del genoma de las bacterias utilizando los equipos MiniSeq™ Illumina y el
termociclador Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler haciendo uso de los kits proporcionados por la empresa
Illumina, con el genoma obtenido se realizé una prueba BLAST comparandolo con un banco de genes para

encontrar las especies que tienen mayor similitud.

6.4 REMOCION DE METALES DEL MEDIO

Tomando como base los trabajos de Oziegbe et alt., 2021 y Al Disi et al., 2022, se plante6 la siguiente
metodologia para determinar la capacidad de las bacterias tolerantes, a plomo, cadmio y arsénico, para remover
dichos metales del medio. Se obtuvo biomasa de las cepas 23, 52, 67 y 68 inoculandolas, por separado, en 100
ml de caldo nutritivo e incubando a 30°C durante 48 horas en agitacion constante, la biomasa formada se separo.
por medio de centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos y se lavo con agua destilada. En tubos cénicos se
obtuvo un volumen final de 35 ml conformado por caldo de cultivo, solucion de plomo, cadmio o arsénico a
una concentracién de 55 mg/l, 20 mg/l o 1000 mg/l respectivamente y biomasa de las cepas 23, 52, 67 y 68.
Las cepas 23 y 68 se probaron en plomo y cadmio, la cepa 67 en arsénico y la cepa 52 en plomo, cadmio y
arsénico. Se incubaron los cultivos durante 8 dias a 30°C y agitdndose a 150 rpm, tomandose alicuotas de 3 ml
cada 2 dias para medir la densidad dptica en el espectrofotometro Hach modelo DR/4000U midiendo a una
longitud de onda de 600nm y asi obtener una cinética de crecimiento. Para determinar la remocion de los metales
del medio se tomaron alicuotas de 3 ml de los cultivos a los dias 0, 4 y 8, por medio de centrifugacion a 5000
rpm durante 10 minutos se separd la biomasa y se dio un tratamiento de digestién &cida al sobrenadante para
determinar la concentracion de metales presentes por medio de espectrofotometria de absorcion atomica, por
flama para plomo y cadmio y con horno de grafito para arsénico, utilizando el espectrofotémetro de absorcion
atdmica de la marca PerkinElmer modelo PinAAcle 900H. Las pruebas fueron realizadas por triplicado.
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7. RESULTADOS

7.1 AISLAMIENTO Y OBTENCION DE CEPAS AISLADAS A PARTIR DE LAS MUESTRAS DE

TIERRA.

Se inocularon 24 muestras de tierra, de las cuales crecieron 96 colonias que fueron posibles tomarlas y pasarlas

en placas nuevas con la finalidad de aislarlas. De las 96 colonias se diferenciaron 19 tipos de morfologia colonial

las cuales se enlistan en la siguiente tabla.

Tabla 4 Tipos de morfologia encontrada en el cultivo de las muestras de suelo.

Morfologia Forma Color Brillo Borde
1 Circular Crema Brillante Liso
2 Circular Gris Brillante Liso
3 Circular Gris Brillante Dentado
4 Circular Naranja Brillante Liso
5 Circular Blanco Brillante Liso
6 Estrellada Blanco Brillante Dentado
7 Circular Naranja Brillante Liso
8 Circular Centro café Opaca Liso
9 Circular Gris cremosa Brillante Liso
10 Circular Amarillo Brillante Liso
11 Circular Blanco Opaco Liso
12 Swarming Gris Opaco Dentado
13 Circular Amarillo Opaco Dentado
14 Circular Gris translucido Opaco Liso
15 Circular Amarillo cremoso Brillante Liso
16 Circular Rosa Opaco Liso
17 Circular Transparente Brillante Lisa
18 Circular Negro Opaco Dentado
19 Circular Crema Opaco Dentado
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Figura 2 Muestras de tierra utilizadas.

Figura 4 Colonias con la morfologia "'3" a la izquierda y "'4" a la derecha.
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Figura 7 Colonias con la morfologia "'9" a la izquierda y "'10" a la derecha.
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Figura 10 Colonias con la morfologia ""15" a la izquierda y "'16" a la derecha.
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Figura 11 Colonias con la morfologia ""17" a la izquierda y '*19" a la derecha.

Al realizar la tincion Gram de las 3 colonias al azar en cada una de las 96 placas, solo en 32 placas coincidieron

los resultados observados en las 3 tinciones Gram. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 Resultados de la Tincion Gram.

Colonia/Placa | Tincién Gram

3 Bacilos Gram +

5 Bacilos Gram -
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Bacilos Gram -

8 Bacilos Gram +
9 Bacilos Gram -
11 Bacilos Gram -
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12

Bacilos Gram -

20 Cocos Gram +
21 Bacilos Gram +
23 Bacilos Gram +
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26

Bacilos Gram +

33 Cocos Gram -
35 Cocos Gram +
46 Bacilos Gram +
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49

Cocos Gram -

52 Bacilos Gram +
54 Cocos Gram +
61 Bacilos Gram +
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67

Bacilos Gram +

68 Bacilos Gram +
69 Bacilos Gram -
71 Bacilos Gram +
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73

Bacilos Gram +

74 Bacilos Gram +
17 Bacilos Gram +
78 Bacilos Gram +
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81

Bacilos Gram +

85

Bacilos Gram +

88

Bacilos Gram +
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92

Bacilos Gram +

93

Bacilos Gram +

94

Bacilos Gram +
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7.2 PRUEBAS DE TOLERANCIA A METALES Y METALOIDES

Las 32 cepas se sometieron a distintas concentraciones de plomo, cadmio y arsénico para registrar a que

concentracion de dichos metales se inhibia su crecimiento. Las pruebas en primera instancia fueron realizadas

en un medio rico en nutrientes y por triplicado. Los resultados se muestran en las tablas 6,8 y 10.

7.2.1 PRUEBAS DE TOLERANCIA A PLOMO

Tabla 6 Pruebas de tolerancia a plomo.

Colonia/Placa | Pb[16.8 mg/l] | Pb [84mg/l] Pb [109 mg/l] Pb [134 mg/l] Pb [150 mg/l]
3 Positivo Positivo Negativo - -
5 Positivo Positivo Negativo - -
7 Positivo Positivo Negativo - -
8 Positivo Positivo Negativo - -
9 Positivo Positivo Positivo Negativo -
11 Positivo Positivo Negativo - -
12 Positivo Positivo Negativo - -
20 Positivo Positivo Negativo - -
21 Positivo Positivo Negativo - -
23 Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
26 Positivo Positivo Negativo - -
33 Positivo Positivo Negativo - -
35 Positivo Positivo Negativo - -
46 Positivo Positivo Negativo - -
49 Positivo Positivo Negativo - -
52 Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
54 Positivo Positivo Negativo - -
61 Positivo Positivo Negativo - -
67 Positivo Positivo Negativo - -
68 Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
69 Positivo Positivo Negativo - -
71 Positivo Positivo Negativo - -
73 Positivo Positivo Negativo - -
74 Positivo Positivo Positivo Negativo -
77 Positivo Positivo Negativo - -
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78 Positivo Positivo Negativo -
81 Positivo Positivo Negativo -
85 Positivo Positivo Negativo -
88 Positivo Positivo Positivo Negativo
92 Positivo Positivo Negativo -
93 Positivo Positivo Negativo -
94 Positivo Positivo Negativo -

6 cepas crecieron hasta una concentracion de 150 mg/l de plomo, de esas solo 3 crecieron a 168 mg/Il. La mayor

concentracion que fue probada fue a 184 mg/l de plomo a la cual ninguna cepa crecié. La NOM-147-

SEMARNAT/SSA1-2004 establece una concentracién maxima de 400 mg/Kg de plomo para suelos de uso

agricola/residencial/comercial por lo que ninguna de las 32 cepas fue capaz de tolerar dicha concentracion

desarrollandose en un medio nutritivo.

Las cepas 23, 52 y 68 fueron inoculadas posteriormente en caldo nutritivo al que se afiadi6 plomo a

concentraciones de 84 mg/l, 109 mg/l, 134 mg/l y 160 mg/l, su crecimiento se determind por la medida de

absorbancia, la cual se muestra en la siguiente grafica.

Absorbancia

1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Crecimiento en presencia de plomo

I 1
Jill | |
i II II

H Control (Omg/l)

H 84 mg/I

109 mg/I

134 mg/I

W 160 mg/|

Grafica 1 Registro del crecimiento bacteriano expuesto a Plomo en caldo nutritivo
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Andlisis de varianza de un factor Cepa 23

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0.945 0.315 0
84 mg/| 3 2.423 0.807666667 0.008766
109 mg/I 3 2.132 0.710666667 0.023801
134 mg/I 3 2.485 0.828333333 0.009306
160 mg/| 3 2.73 0.91 0.002275
ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.658419333 4 0.164604833 18.64197 0.000125046 3.478049691
Dentro de los
grupos 0.088298 10 0.0088298
Total 0.746717333 14
Analisis de varianza de un factor Cepa 52
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 1.305 0.435 0
84 mg/| 3 2.162 0.720666667 0.2237
109 mg/I 3 2.557 0.852333333  0.090529
134 mg/I 3 3.657 1.219 0.018639
160 mg/I 3 3.353 1.117666667  1.73E-05
ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 1.184914933 4 0.296228733 4.449402 0.025313074  3.478049691
Dentro de los
grupos 0.665772 10 0.0665772
Total 1.850686933 14
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Andlisis de varianza de un factor Cepa 68

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 1.446 0.482 0
84 mg/| 3 2.034 0.678 0.031444
109 mg/I 3 2.879 0.959666667 0.008772
134 mg/I 3 2.651 0.883666667 0.02664
160 mg/I 3 2.916 0.972 0.036309
ANALISIS DE VARIANZA
Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.5338916 4 0.1334729 6.468862 0.00775112 3.478049691
Dentro de los
grupos 0.206331333 10 0.020633133
Total 0.740222933 14

La prueba ANOVA realizada a las tres cepas expuestas a plomo demostré que existe una diferencia

estadisticamente significativa en relacion a la concentracion de plomo y al crecimiento de las bacterias.
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Tabla 7 Pruebas de tolerancia a cadmio

7.2.2 PRUEBAS DE TOLERANCIA A CADMIO

Colonia/Placa Cd[7mg/l] | Cd[15 mg/l] Cd [40 mg/1] Cd [50 mg/1]
3 Negativo - - -
5 Positivo Positivo Negativo -
7 Positivo Positivo Negativo -
8 Positivo Positivo Negativo -
9 Positivo Positivo Negativo -
11 Positivo Positivo Negativo -
12 Positivo Positivo Negativo -
20 Negativo - Negativo -
21 Positivo Positivo Negativo -
23 Positivo Positivo Positivo Negativo
26 Positivo Positivo Negativo -
33 Positivo Positivo Negativo -
35 Positivo Positivo Negativo -
46 Positivo Positivo Negativo -
49 Positivo Negativo - -
52 Positivo Positivo Positivo Negativo
54 Positivo Positivo Negativo -
61 Positivo Positivo Negativo -
67 Positivo Positivo Negativo -
68 Positivo Positivo Positivo Negativo
69 Positivo Positivo Negativo -
71 Positivo Negativo - -
73 Positivo Positivo Negativo -
74 Negativo - - -
77 Positivo Negativo - -
78 Positivo Negativo - -
81 Positivo Negativo - -
85 Positivo Positivo Negativo -
88 Positivo Negativo - -
92 Positivo Positivo Negativo -
93 Positivo Negativo - -
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94 Negativo - - -

3 cepas crecieron hasta una concentracidn de 40mg/l de cadmio, de esas 3 ninguna crecid a una concentracion
de 50mg/l de cadmio. La NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 establece una concentracién maxima de 37
mg/Kg de cadmio para suelos de uso agricola/residencial/comercial por lo que de las 32 cepas solo 3 son capaces

de tolerar dicha concentracién en un medio nutritivo.

Las cepas 23, 52 y 68 fueron inoculadas posteriormente en caldo nutritivo al que se afiadié cadmio a
concentraciones de 10 mg/l, 20 mg/l, 30 mg/l y 40 mg/l, su crecimiento se determind por la medida de

absorbancia, la cual se muestra en la siguiente tabla.

Crecimiento en presencia de cadmio

0.6
0.5

0.4

0 {
0. {
0.1
||| b
Cc23 C52 ce8

m Control ®m 10 mg/l m20 mg/l 30 mg/l m40 mg/l

w

Absorbancia
N

Gréfica 2 Registro del crecimiento bacteriano expuesto a Cadmio en caldo nutritive.
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Analisis de varianza de un factor cepa 23

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0.945 0.315 0
10 mg/I 3 1.146 0.382 7.9E-05
20 mg/l 3 0.8 0.266666667  0.00049
30 mg/l 3 0.834 0.278 0
40 mg/I 3 0.027 0.009 0.000001
ANALISIS DE VARIANZA
Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.2423751 4 0.060593767 531.2136 1.34776E-11 3.478049691
Dentro de los
grupos 0.0011407 10 0.000114067
Total 0.2435157 14
Anadlisis de varianza de un factor cepa 52
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 1.305 0.435 0
10 mg/I 3 1.021 0.340333333 0.000465
20 mg/| 3 0.742 0.247333333 0.000209
30 mg/l 3 0.516 0.172 1.16E-33
40 mg/I 3 0.032 0.010666667 2.13E-05
ANALISIS DE VARIANZA
Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.3160729 4 0.079018233 567.6597 9.689E-12 3.478049691
Dentro de los
grupos 0.001392 10 0.0001392
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Total 0.3174649 14

Analisis de varianza de un factor cepa 68

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 1.446 0.482 0
10 mg/I 3 1.151 0.383666667 0.002234
20 mg/l 3 0.789 0.263 0.000247
30 mg/l 3 0.07 0.023333333 0.000204
40 mg/I 3 0.03 0.01 0.000007
ANALISIS DE VARIANZA
Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.5378663 4 0.134466567 249.6903 5.69648E-10 3.478049691
Dentro de los
grupos 0.0053853 10 0.000538533
Total 0.5432516 14

Las pruebas ANOVA realizadas a las cepas demuestran que hay una diferencia estadisticamente significativa
respecto a la concentracion de cadmio que fueron expuestas las cepas en relacién a su crecimiento.
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Tabla 8 Prueba de tolerancia a arsénico

7.2.3 PRUEBAS DE TOLERANCIA A ARSENICO

Colonia/Placa | As As As As
[1000mg/l] | [2000mg/l] | [4000mg/l] | [6000mg/1]

3 - - - -

5 - - - -

7 Negativo - - -

8 - - - -

9 - - - -

11 Positivo Negativo - -

12 Positivo Positivo Negativo -

20 Negativo - - -

21 Positivo Positivo Negativo -

23 Positivo Negativo - -

26 - - - -

33 - - - -

35 - - - -

46 Negativo - - -

49 Positivo Positivo Negativo -

52 Positivo Positivo Positivo Positivo

54 - - - -

61 - - - -

67 Positivo Positivo Positivo Positivo

68 Positivo Negativo - -

69 Negativo - - -

71 - - - -

73 Positivo Positivo Positivo Negativo

74 - - - -

77 - - - -

78 - - - -

81 - - - -

85 Positivo Positivo Positivo Negativo

88 Negativo - - -
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92 Positivo Positivo Positivo Negativo
93 - - - -
94 Positivo Positivo Negativo -

Las cepas fueron expuestas a distintas concentraciones de arsénico en medio liquido, al momento de exponerlas

a una concentracion de 1000 mg/l 17 cepas habian tolerado y crecido en el medio expuestas a arsénico, sin

embargo, de las 17 cepas fueron las cepas 52 y 67 las que se pudo observar cierto desarrollo a una concentracion

de 6000 mg/I de arsénico, una concentracion bastante elevada respecto a la concentracion maxima permitida en

suelos de uso doméstico, comercial y agricola, aun asf, las muestras de suelo donde fueron aisladas presentaron

el doble de concentracion de arsénico.
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Grafica 3 Registro del crecimiento bacteriano expuesto a Arsénico en caldo nutritivo.

Crecimiento en presencia de arsénico
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Andlisis de varianza de un factor cepa 52

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
control 3 1.863 0.621 0
1000 mg/I 3 0.687 0.229 0.005439
2000 mg/| 3 0.54 0.18 0.001093
4000 mg/I 2 0.426 0.213 0.0008
6000 mg/I 1 0.196 0.196 0
ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.392354667 4 0.098088667 49.52544 3.2172E-05 4.120311727
Dentro de los
grupos 0.013864 7 0.001980571
Total 0.406218667 11
Analisis de varianza de un factor cepa 67
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
control 3 1.569 0.523 0
1000 mg/I 3 1.104 0.368 0.005679
2000 mg/I 3 0.571 0.190333333 4.13E-05
4000 mg/I 1 0.213 0.213 0
6000 mg/I 1 0.247 0.247 0
ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio de Valor
Origen de las Suma de de los critico para
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 0.194679515 4 0.048669879 25.52467 0.00065552 4.53367695
Dentro de los
grupos 0.011440667 6 0.001906778
Total 0.206120182 10

Los analisis ANOVA indican que hay diferencias significativas respecto al crecimiento de las cepas expuestas

a arsénico a distintas concentraciones.
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7.3 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS TOLERANTES.

Las cepas 23, 52, 67 y 68 mostraron la mayor resistencia a plomo, cadmio y arsénico, como parte de su

identificacion se realizaron tincién Gram dando los siguientes resultados
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Figura 13 Cepa 52 bacilos Gram positivos. Vistos desde el objetivo 100x
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Figura 15 Cepa 68 bacilos Gram positivos. Vistos desde el objetivo 100x.

La identificacion por espectrometria de masas Maldi-Tof dio los siguientes resultados

Tabla 9 Identificacién por Maldi-Tof

1D Resultado | 1° Match Score | 2° Match Score | Color

C23 | (+HA Bacillus cereus 2.076 | Bacillus cereus 1.992 | Verde/Verde
Ch2 | (B Bacillus thuringiensis 1.943 | Bacillus cereus 1.908 | Verde/Amarillo
Ce7 | (+HA Bacillus cereus 2.101 | Bacilus cereus 1.959 | Verde/Verde
C68 | (+)B Bacillus cereus 1.995 | Bacilus thuringiensis | 1.994 | Verde/Amarillo
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Los resultados se interpretan segun los parametros mostrados en la tabla 13. Significado de los valores obtenidos
y la tabla 14. Significado de las categorias de consistencia.

Tabla 10 Significado de los valores obtenidos.

Rango Descripcién Simbolo Color
2.300-3.000 Altamente probable la identificacion de especies (+++4) Verde
2.000-2.299 Identificacion segura del género, probable (++) Verde

identificacion de especie
1.700-1.999 Probable identificacién del género (+) Amarillo
0.000-1.699 Identificacidn no confiable () Rojo

Tabla 11 Significado de las categorias de consistencia.

Categoria Descripcién

A Consistencia de especie: El mejor “match” fue clasificado en verde. El segundo mejor “match”
coincide con el primero. Si el segundo match se marca amarillo, al menos es el mismo género
que el primero.

B Consistencia de género: El mejor “match” se marca como verde o amarillo. El segundo mejor
“match” obtiene verde o amarillo hay coincidencias con el primero, no hay consistencia con la
especie.

C No consistencia: No hay consistencia ni en el género ni en la especie.

Por los resultados obtenidos se puede asegurar que las cepas 23 y 67 son bacterias del género Bacillus y probable
especie Bacillus cereus, mientras que las cepas 52 y 68 son bacterias del género Bacillus aunque no hay
seguridad en su especie.
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La identificacion bioquimica realizada en el equipo BD Phoenix™ M50 marco los siguientes resultados
mostrados en la tabla 15

Tabla 12 Identificacion bioquimica.

Prueba Cepa 23 Cepa 52 Cepa 67 Cepa 68

Identificacion B. cereus variedad | B. cereus variedad | B. cereus variedad | B. cereus variedad
thuringiensis thuringiensis thuringiensis thuringiensis

Movilidad + + + +
Catalasa + + + +
Voges Proskauer + + + +
Reduccién de nitrato + + + +
Hidrolisis de almidon + + + +
Hidrdlisis de caseina + + + +
L-leucina + a0 + +
L-fenilalanina + + + +
Ac. Piroglutdmico Negativo + + +
Metionina + + + +
Ac. 3metilglutarico + + + +
Colistina + + + +
D-fructosa + + + +
Ac. D-glucénico + + + +
Manitol + + + +
Ac. Iminodiacético + + + +
Ac. Cetoglutarico + + + +
Ac. 3metiladipico + + + +
Polixin B + + + +
Timidina + + + +
4-metillumberiferol + + + +
4-metilumberiferol + + + +
fosfato
p-nitrofenil-a-D- + + + +
glucosido
Dextrosa + + + +
D-trealosa + + + +
Maltosa + + + +
Maltotriosa + + + +
N-acetil-glucosamina i + + +
L-isoleucina Negativo Negativo + Negativo
L-prolina-p- Negativo Negativo + Negativo
nitroanilido
Sucrosa Negativo Negativo + Negativo
p-nitrofenil fosfato Negativo Negativo Negativo +

Por las diferencias metabdlicas que presentan se puede decir que se tratan de cepas distintas, aunque pertenezcan
al mismo género o especie.

La identificacidn molecular de las bacterias se realizé por medio de la secuenciacion Illumina del genoma de
las bacterias, se realiz6 un andlisis meta gendmico y las secuencias obtenidas se compararon por medio de una
prueba BLAST en un banco de genes para encontrar las especies con las cuales habia un mayor alineamiento.
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Cepa 23

>c23 _contig_1 length 712297 coverage 56.4 normalized_cov 0.99
TGATGCCAATCATGGATAACAATCAAATGCCGAATATGATGCCAATTATGGATAACAATC
AACCACCGAATATGATGCCATATCAAATGCCGTATCAACAGCCTATGATGCCGCCGAATC
CATATTATCAACAACCAAATCCATATCAAATGCCATATCAGCAAGGGGCGCCGTTTGGAC
CGCAATATACGTCTATGCCAAACACGAATATGATGCCAATGGATAATAATATGCCGCCGC
TTGTGCAGGGTGAGGAAGATTGTGGATGCGGAGGAGAAAGTAGACTATATAGTCCACAAC
CAGGCGGTCCGCAATATGCGAATCCTTTATATTATCAACCAACTCAATCTGCATATGCAC
CACAGCCAGGAACGATGTATTATCAACCAGATCCACCAAATGTATTTGGAGAGCCCATTT
CAGAAGAAGAGGCCGAAGAAGAAGTTTAAAAAGGCGGGAGTATTTCCGCCTTTTTTGCAT
GCGTGTTAATTAAGGAAATGAAGGTTTTTTATGAAGTGCTAGAAAATTCCCAGTGAAATA
TTAACAGTGTAAAAACCCTCTCTGTTACTCATCATAAGAGGGAGCTTTTCAGAAGAGAAG
CTCATTCTAACAGAGGGGGTTTTTGTATTGAATACGAAAGTAAAAGTGATTGCTGCTTCT
TTGTTAGTTACCAGTGCATTAGCTGCATGTGGTACACCAAAAGATAACAATGCAATGGAT
GGACGTAACTACAATTACGAGCGTACATCTTATAATGATACACACCAGTATCGTGATAAT
GTAACGCGTAATGATCGCTATACAGATTATGTAACATATAGAAATGGTCGTAACGATACA
GGATATAACAATTATTACCGAGATGTAAATTACAACGGTCAAATTGCTAATCCACATCCA
ACACGTAATATTACAATGAATAATTCATACATTAACAATGATGGTAAAACAGCAGAAAAA
ATTACAAATCGTGTGAAACGTATGAATAACGTGGACCGTGTGTCTACAGTTGTATATGGA
AACGATGTGGCGATTGCGGTAAAACCGCGTAATACAGTGACAAATGAAACGGCGATGGCG
AACGAAATTCGTCAAGCTGTTGTAAATGAAGTTGGAAACAGAAATGTCTATGTTTCTGTA
AGAAATGATATGTTTACTCGTGTCGATGCAATGAGCACACGCCTACGTAACGGTACAGTT

Resultado del BLAST.

Max Total Query E  Per

Score Score Cover value  ldent
v

Description Scientiic Name Acclen  Accession

Bacillus thringiensis HD-771, complete genome Bacilus thuringiensis ... 1849 1849 100% 00 100.00% 5866036 CPO03752.1

=3
=1

Bacillus thuringjensis sirain L-7601 chromosome, complete genome Bacilus thuringiensis 1844 1844 100% 99.90% 5790408 CPO200021

=
=

Bacilus cereus GI842, complete genome Bacillus cereus GB842 1844 1844 100% 9990% 5387334 CPO01186.1

s 1838 1638 100%

=
=

Bacillus thuringjensis strain FOAARGOS 796 chromosome, complete genome Bacillus thuringiens 99.80% 5415637 CROA39721

=3
=1

Bacillus thuringiensis seravar israelensis strain BGSC 4071 chromosome, complste genome Bacilus thuringiensis ... 1838 1836 100% 99.80% 4865236 CP051858.1

Figura 16 Especies con mayor coincidencia de la cepa 23.
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Hacillus thurimgiensis HU-F 71, complete genome
EBg e 1D CPO0STS2.1 Lengih: SESE0SE Humbar of Maiohas: 1
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Ducry  18d AL TATGAT OGS TOCAT AT TAT CASM AA AL TCCATATLASST Ca C 13
TRREART R r e e e et r e rane e nnnrrnrnnnl
Sojct  SELELLT AECCTATGATEO DG EEA TOCAT AT TATCAR AAl AR TCCATATCARL TELCATATL SELELTE
Qiery S GEACCECALTATACETLT TEATEOCES  ZF19
I ARRARARY I 11 111
sbjct szsesT paiititi H.I DIty
Ducry I35d TEEATASTAATATEICEOOGET B AEEETEARGESEA T TETEEAT BOEEARELGERS 73
111 Al L1 LANLIILLD |1 [1I1]
stjer szssear  HashtALALLL it AL LU UL ooseas
Ducry  22d TAA TATAT &S T OCACAA L AL IGET Lo aAT ATEIEAAT O T T TATAT TATCAAL 3
IIII IRTTREEREn el IIIIII ARAR IIIIIII TIRRLEANTrrrrnnnl
Sojct SESIEST GlTAaSCTaTATASTOCACASCCALGDSET Lo aaTATGIEAATCC T T TATAT TATCAALD SZLETSE

Quory 248 CAAL TCEATCT GLA TAT SCALT AL MG CAGGEADENT TTATCAACCAGETOCACCAS I3
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
shjct SIHATST  CAALTCAATCTGLATATGOACCALAGOCAGGEADEATETAT TATCAACCAGATCCACCAN SELGHLG
Quory 498 ATETATTTEEAGAGCLCAT T TLAGAAS AAGLGEDCGANEAAGARGT T TARLAASEIGEGEA, 459
sojcr sassear AMSHAMHAMAMUAFHULALUULU LMD H UM onene
Dusry A58 GTAT TTOOECCTTT TTTGCATECGTGT TAL TTTTTTATEAAGTGD 519
ey vt iy i ——
Qucry 524 TAESASAT TOLCAG TEASA TAT TANCAET G TASSARCTCT TTACTCATCATAGES 579
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shict SE595AT  TAEASAAT TOCCAG TEASATAT TANCAET GTARRARCCCT TTACTCATCATARGS S255595G
Qucry 524 GEEAGCTT | TCAGAAEAGAAEL TCAT T TARCAEAGGEEETTT T TGTAT TGAATACGARS, 539
TEREUN L e e neenennn
Shjct SIHOEST  GEEAGCTTT TCAGAAEAGRAEL TCATTCTASMCABAGGEEETTT TTGTAT TGAATACGALN SRGBESG
Quory  E28 AAREETEAT TGC TECTTCTTTGT TAST TACCAET GLAT TASC TGLAT GTGETACSDCA &3
coen sacsesr LHAULLHIIETHTHITH NI IO IO Soese
Dusry  79a Gul:n.rcn.qr.!..um ]
e sosenr AMCLOUCIN IO S
Qucry  7Ea CACATCAETATOE TEATAL TET ANDECET AATEAT O TATACAGAT TATGTAACATAT 519

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
shict S25A177 ACACACCAETATOGTEATAATETASIGLET AATEATOECTATACAGAT TATGTAACATAT S26E236

Qucry  E29 TALASEATATAACAS T TAT TACCEAGA TETAART TALARLGET  &73
IIII IIIIIII IIIIIIIIIIIII IIIIII IRRELEAn e nnnerrennnl

Shjct S25237 AEAAATGETCGTAALEATACASCATATAACAST TAT TACCEAGATG TAALT TACAACEET SRGERGG
Quory 224 CABATTGEE TAATOCALATOCAACACG TAATAT TACASTEAATAS T TCAT ACAT TAACAAT 939
sejer szeazsy  ChAAHHAMAIMUMAMU A AHAUAL LA M HUHLH UL coease
Ducry  S4a ETGARADET & TEAAT SRS EEE]
oser sasassr MU T OO L S
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IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
shjct S2H341T  GTETCTACAGT TETATATGEAAAL GATET GEOEAT TEOGE TAALA CECGTAATACAETE SR&BATE

Qucry 1853 ACAASTEAMAC GEOEAT GEOEAAC GAAAT TOGTLAAGCTET 1188
TEEEORTT R e nnruntnl
shict S258477  ACAAATGAAALGELEATGELEAALGASAT TOGTLAAGITET S2&B517

Figura 17 Alineamiento de la secuencia de la cepa 23.

Una vez revisados los datos obtenidos respecto a la identificacion de la cepa 23 se observa que hay coincidencia
del analisis microscopico el cual indica que se trata de un bacilo Gram positivo, el resultado de la microscopia
de masas MALDI-TOF donde aseguraba consistencia en el género de la bacteria como Bacillus probable especie
B. cereus, las pruebas bioquimicas y la prueba BLAST, se puede determinar que la cepa 23 se trata de una cepa
de Bacillus thuringiensis.
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Cepa 52

>c52_contig_1 length 651381 coverage 49.7 normalized_cov
GCAATATAAAATGCACACTGGAAGTGTAATCAATAAAACAAAGGACACTATTGAAATTTC
TAGTGAAGGTTCGACGGTTAGAGCTACCGTCTCTTCTGAAGTCTTACAAGATATAAATAT
TGGAGATACCATTACTATTTATGGGGCATCCTTTATGAGTAATATGGCAAGCGGTGATTT
ATCTGCTAAAGCTCCAATCATCGAAAAGTTGGCAAGTAAGACAGTGACTGCTAATACAAG
TGTAGATAAATCGAGGTCTGCATCAGAAGTCGATAAAAAAGAACAACATGTTCTAGATCA
ACACCAAAAACGTTCAGGTAAAGTAACTGAAAAAACAGAAGACGGATTGGTGGTTTCTGG
TGAAAAGTCAAGTGTATACGCTATCGTTTCTTCCCCTGAGGTACTAAAAAATATTCAAAT
TGGGGATACCGTTACCGTTTATGCTCCTGTTTTTATAGGCTCAATACCAGGTGATCCAGC
TACAGCTAAATATGTAATTGTTCAAAAAGAAAATGAAGAAAACGTTCTAGAAAAACAATA
TAAAATGCACACTGGAAGTGTAATCAATAAAACAAAGGAAACAATCCAAATTTCTAGTGA
GGGCCTGTCTGTTACTGCTGTTGTTTCTTCTAAAGTACTTGAGGATATTCAAGTTGGGGA
TACCGTTACTATTTATGGTGCGGATTTTATGAGTAATATGGCAAGTGGTGATTTATCTGC
TAAAGCTCCAATCATTGAAAAGCTGGCAAGATAAGCAAAAGGAATCCAATGGGAAAATCC
CAATACTACTAAGTAGATAGATGCTATTGCTCTAACATCTATAATTGTGTTAATTATTTA
AAACTGATATAAATTTGCTTTGTCTAAAGTTAAAAACAAGAAGCTCCTTAATTATAAGAA
GTTTCTTGTTTTTTGTATAAGTGAATGTGATATATAATTATTAAAATAGAATATGTTATT
TCTCATGAATCTATTAATTAAGAATAATTTGATGGATATTTTATTCTAAACTAAATTTTT
GCAGATTTATAGTACTAAATACATGTAATCTTGCGTGAACGTATAGGTTTAAATACTACG
TTACCCCTCCCTTCAAAAATATTATGTATGAAATAAGAGAATCTTTCCCGATTTTTGCTG
TTCGAAAGATGTCGGGTGCTTTTTATTAAAACCAATAAATGATAAAAATATAAAGGATAA

Max Total Query E Per.

Description Scientific Name
P Score Score Cover value  Ident
v

0.98

Acc.Len  pccassion

Bacllus thuringlensis strain HD12 chromosome, complete genome Bacillus thuringiensis 1849 3454 100% 0.0 100.00% 5776895 CPO14847.1

=

Bacillus thuringiensis serovar tenebrionis sirain NB125 chromosome, complete genome Bacillus thuringiensis serovarten... 1849 3564 100% 0

=

Bacllus thuringlensis serovar tenebrionis strain NE176-1 chromosome _complete genome  Bacillus thuringiensis serovarten. . 1849 3564 100% (.

varfen... 1849 3564 100%

=)
=

Bacllus thuringlensis serovar tenebrionis sirain NE-176 chromosome, complete genome  Bacillus thuringiensis s

=
=

Bacillus thuringiensis serovar morrisoni strain BGSC 4AA1, complate genome Bacillus thuringiensis serovar mor... 1843 3454 100%

Figura 18 Especies con mayor coincidencia de la cepa 52.

100.00% 5605440 CP114392.1

100.00% 5606443 CP114399 1
100.00% 5426075 CP114406.1
100.00% 5652292 CRO106771
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Bacillus thuringiensis straim HD1Z chromosome, complete genome
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Figura 19 Alineamiento de la secuencia de la cepa 52.

Una vez revisados los datos obtenidos respecto a la identificacion de la cepa 52 se observa que hay coincidencia
del analisis microscopico el cual indica que se trata de un bacilo Gram positivo, el resultado de la microscopia
de masas MALDI-TOF donde aseguraba consistencia en el género de la bacteria como Bacillus probable especie
B. cereus, las pruebas bioquimicas y la prueba BLAST, se puede determinar que la cepa 52 se trata de una cepa

de Bacillus thuringiensis.
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Cepa 67

>c67_contig_1 length 686978 coverage 65.2 normalized_cov 0.98
AACTCGCTCTTTTTTTGTTATGTACAATAATTCATTACTATTCTAATTCAATTGAAACAT
TTTTTTGTGGTACAAATGTAGAAATTGCATGTTTATAAATAAGCTGTTGCTTACCTTCTG
TTTCCAGTAGGACTGTAAAATTATCAAATCCTTTAATTAGTCCACGAAGCTGGAAACCAT
TTAATAAGTACAGCGTAACAAACGTATTTTCTTTACGGAGTTGATTTAAAAACTGATCTT
GAATATTGATTGATTGCTTCATGTCGAATCCTCCTCTTTTTCTCTACTTACTATTATTCG
ACTTTACTTGTAACTTTCCTTCTATGTATCGTAAAATTTCTGACGTTTTTTCACCGTCTG
TAACATCAAACCACGTGACATCCATTTTATTACGGAACCACGTTAATTGACGCTTTGCAT
AACGACGCGAATTCGTCTTTAATTGTGATACCGCATCTTCTAAAGAGGCTCGATTCTCAA
AATAATCATAGATTTCTTTATATCCAATCGCTTGAATAGATTGACAATCTCGTATCCCTC
TATTATACAGCCCTTCTACTTCCTCTAATAGGCCTTGTTCCATCATCAAATCCACTCGTA
AGTTAATGCGATCGTATAGCATTTCTCGATCCATTGTCAAGCCAATTAATGAAACATCAT
AGAGTAACTCTTTTTCTTGTTTCTCAATTTGGTCACTCATTTTTTCACCCGTCGTGTGGA
AAATTTCTAACGCCCGAATGACACGTCGTACATTATTTGCATGAATACGCTCTGCACTTT
CTGGATCTACTTCTTGCAATTTTTTATGTACATATTCCACACCGCGTTCTAAAGCTAACT
TTTCCATTTGCTCTCGGTATATCACATCACCAGCATCATCTGTAAACTGATAATCAAATA
AAACAGATTGTATATAAAGACCGGTTCCACCAACTATAATTGGTAAGTTACCACGTTCTG
TAATTTCTTGAATATGCTTGCGAACACGTTCTTGAAATTCCGCGACAGAAAATGAATCTT
CCGGATTTTTTATATCGACCATATAATGTGGAATTCCGTCCATCTCTGCTTTTGTTACCT
TTGCAGTTCCAATATCCATCGTTCGATAGATCTGCATGGAATCACCACTAATAATTTCAC
CGTTCAACGCTTTGGCAAGATCGATACTTAACTTCGTCTTTCCAACAGCAGTTGGTCCAA

Max Total Quey E = Par

Score Score Cover value | Ident
v

Description Scientfic Name Aec.len  popescion

Bacillus cereus strain 26201708 chromasome, complete gename Bacillus cereus 1849 1849 100% 00 100.00% 5466652 CP0309821

Bacillus thuringiensis strain HD12 chromosome, complete genome Bacllus thuringiensiz 1849 1849 100% 00 100.00% 5776895 CPO14847.1

=
o=

100.00% 5605440 CP1143921

Bacillus thuringjensis seravar tenabrionis strain NB125 chromasome, complete gznome Bacilus thuringiensis .. 1849 1849 100%

=
=

100.00% 5606443 CP114399.1

Bacillus thuringiensis serovar tenebrionis sirain NE176-1 chromosome, complete genome Bacilus thuringiensis ... 1849 1849 100%

=
=

100.00% 5428075 CP114406.1

Bacillus thuringiensis serovar tenebrionis strain NEB-176 chromosome, complsta ganome Bacillus thuringiensiz ... 1849 1849 100%

Figura 20 Especies con mayor coincidencia de la cepa 67.
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Bacillus cereus strain ZB201708 chromosome. complete genome
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) LD e e et annnnnnnl
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Ducry  15d GTCC TaaET ACA TATTTTCTTTAOSGA Z19
sejocr as7rasT Iy Tt T i ——
Dery 2358 GTTEAT T TASASST rE.A1C1 rE.AA1A1 TEATTEAT TG:11I:ATG1CEAA1EE TCCTCTTT =273
sojer asrasy  GHGAHEAMAUHUELHULH OB HUE LML HY  sarenas
Dcry 223 TTCTCTAC T TACTATTATTOEAL T TTACTTGTAALT TTOCTTCTATETATOSTAAARTTT 233
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Duesry 5358 ATTEACAATCTOSTATCOC TCTAT TATACAGOC LT TCTAC T TOC TC TAATASELCT TGTT 573

. TORLARTR RN nnenrrnenpennrpnrnnnnn
Shjct FLFFIET  ATTEACAATCTOGTATCOOCTCTAT TATACAGDCCTTCTAC TTOCTCTAATASELCT TGTT  F57FFEIG
Dcry 523 CLATCATCAMATOCAC TOSTAAGT TAATELGATCET ATASCAT TTCTCEATOCATTGTOA  a3FF

) LRLERRTn e e e el
oot ILEFFELT  CLCATCATCASATOCACTOSTAAGT TAATECGATCETATASCAT TTOTCEGATOCATTGTOA E5FIETS
Dusry B30 SCCCASTTAATGARACAT TERACTCTTTTTCITGTTTCTCAAT TTGEICACTOA &3
stjct asTTETT pavart e T T A T T —
Ducry Tad TTTTITCACCOGTOETGIGEAAAAT TTCTASR GLLOGAS TEAL SO TCOTALATTATTTE 753
sejer asrrear  HHHHAALELAA AL AL UELLGU LU LU sorrees
Duesry TEd EAA1AI:E:1 TECACTTTCTEEATCTACTTCTTECAAT TT TTTATGTACATAT TODA =19
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Figura 21 Alineamiento de la secuencia de la cepa 52.

Una vez revisados los datos obtenidos respecto a la identificacion de la cepa 67 se observa que hay coincidencia
del analisis microscopico el cual indica que se trata de un bacilo Gram positivo, el resultado de la microscopia
de masas MALDI-TOF donde aseguraba consistencia en el género de la bacteria como Bacillus probable especie
B. cereus, las pruebas bioquimicas y la prueba BLAST, se puede determinar que la cepa 67 se trata de una cepa
de Bacillus cereus.
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Cepa 68

>c68_contig_1 length 970560 coverage 38.7 normalized_cov 0.72
CAATTACTCTTTTTATATGTACGTCTTAATATTTTAGTCTCGTTCAAGTAAGGAAAGAAA
CGACTGTAATACCGGGGAAATCCATCTGGATTTATGATAGATTACATGACTTTGAATAAT
GGTTGGAGTTTCGATAGGCTGAAAACATAGTTGTTCTTTTTGGCAACTTTCTTGTACAAC
GATATAAGGAAGAATTGAAATGCCTAATTCACACATAACGGATTGTTTAATGACTTCAAC
ATTGGAAGTTTCAAATGTTTTAGCTGGAATATTTCCACTTTGACGTAAAAAACGATCTAC
CATTGGCCTATAGCCGCAGCTTTGTTCTGTAAAAATGAACTGGGTGTCCTGTAATAACTG
GAATGGATTTGCGTGTGCAGCGGAATAAGCTGGTAAAATCCATCCAAATGTTTCATTACT
AAAAGTACGCGTAATAAAATCATTATGTTCTATACTTTCTCCAATTATGAAGACAACGTC
TGTTTCACCTTCACGTAATTTTTGTAATGCTTGTTCATTTGTGTTTGTTTCAAGTACGAT
ATTTACTTTCGGATTTTTCTGTTTGTAAGTACGTAATAATTGTGGTAATCGGTATACCGC
TAATGATTCATTAGATGTAATACTTAATGTACCTTCTAAATAATCTGTATTTTGGGGGAT
TTCTTGCGCTTTTTCATATATTGCAAGTAATTCTAATGCATAAGGATGAAATTGATGACC
TGCTTTTGTAAGTAGCACTTTTTTCCCTAACCGATCGAAAAGAGGAATATGTAAATCGTT
CTCTAAAGCTTTCATATGTGCTGTAACAGTAGATTGCGCATAACCTAGCGCATGAGCAGC
TTTAGAAAAATTACCATACTTCACAATGGCGCAAAATGTTTTAACATGTCTCATTTCCAT
AAGCGATCCCTCTTTTATTATCATGATTTGTGAATGATTATATCATGTATTTTAATTTTC
CAAATGATTAAATTCCGTATAAAATAAAATTGTGGAAATATTCATTCAAGTGATATTGGA
GGAGAAAAGATGATCAAAAAGGGCTATCATGTAGCTGTTGTTGGGGCTACAGGTGCGGTA
GGGCAAAAAATTATTGAACTGTTAGAGAATGAAATGAAGTTTAATATAGTTGAAGTTACA
TTGCTTTCATCAAAACGATCCGCCGGTAAGAAAGTAAGATTCAAAGGACGAGAGATAATT

Max Total Query E

Description Scientific Name

core

Score Cover

.
Acc.Len  pgeassion

value Ident
v

Bacillus careus strain JHU chromosome, complete genome Bacillus cereus 1844 1844 100% 00 99.90% 5323903 CPO465111
Bacillus sp. CRT1 chromosome Bacilus sp. CRT1 1844 1844 100% 00 99.90% 5914775 CP0317481
Bacillus sp. E25 chromosome Bacillus sp. E25 1844 1844 100% 00 9990% 5915788 CPO31749.1
Bacillus cereus strain 78201708 chromosome, complete genome Bacilus cereus 1844 1844 100% 00 99.90% 5466652 CP030982.1
Bacillus thuringiensis serovar alesf sirain BGSC 4C1,_complete genome Bacilus thuringiensis s... 1844 1844 100% 00 99.90% 5400819 CP015176.1

Figura 22 Especies con mayor coincidencia de la cepa 68.
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Bacillus cereus strain JHU chromosome, complete genome
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stjct  3726m64 ittt oty v ——
Ducry 45 TCCAAT TATEASGAECAA G TCTEI TTCACC TTCALGTAS 1rrr1G1.u.r-3:1 rErrcm =19
stjcr a7zsees PLLAAHA iritittimiti it S
Dusry  52d TETGTTTGTT TCASETACGAETATT TALTTTOSGATT TTTCTGT TTGTAAGTACETAATAA 573
TRLRRRRE e e nnernneernennni
Shjct 3ITISEAE TETETTTGTTTCASETACGATAT T TAC TTTOSEAT T ITTCTEl TTETAAGTACETAATAA IT25HES
Ducry 534 TTETEETAATCEETATACOGL TAATGAT TCAT TACATGTAATACTTAATGTACCTTCTAA &33
TREERRTT R Enre e e nr e et e
Shjct 3ATILHEES TTENEETAATCGEETATACOGCTAATGAT TCAT TABATGTAATACTTAATGTACCTTCTAA  IF25HIL
Qusry B4 ATAATCTGTAT TTTEEEGEATTTCT TGCETTT rr|:A1A1.a.rr rM1 TCTAATGL &58
sejer avzsmza ADMAMSHAHHHILAAHHHAEHH A H AU AHUEUIL  saeres
Ducry  ¥ad ATAAGGA TEAAS T TEAT R CTEC T T T TET S&AETAGCALCTTTT TTCCCTASICEAT OGRS 753
stjcr a7zs7Ea fiarinitinmiitittmtiani ittty
Ducry  ¥od LsaT TTCTCTARAGC TTTCATATGTECT GTAACAGTARATTZDEL =213
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Figura 23 Alineamiento de la secuencia de la cepa 52.

Una vez revisados los datos obtenidos respecto a la identificacion de la cepa 68 se observa que hay coincidencia
del analisis microscopico el cual indica que se trata de un bacilo Gram positivo, el resultado de la microscopia
de masas MALDI-TOF donde aseguraba consistencia en el género de la bacteria como Bacillus probable especie
B. cereus, las pruebas bioquimicas y la prueba BLAST, se puede determinar que la cepa 68 se trata de una cepa
de Bacillus cereus.
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7.4 REMOCION DE METALES DEL MEDIO
7.4.1 CURVAS DE CRECIMIENTO

Pasado el tiempo de incubacidn se obtuvieron las curvas de crecimiento pertenecientes a cada cepa y a los
metales que fueron expuestas respectivamente.

Cepa 23
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Absorbancia
o
[e)]

\

©
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o
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Dia

e CONtrol === Pp (55mg/) == Cd (20mg/l)

Graéfica 4 Curva del crecimiento de la cepa 23.
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Gréfica 5 Curva del crecimiento de la cepa 52.
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Cepa 67
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Gréfica 6 Curva del crecimiento de la cepa 67.
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Gréfica 7 Curva del crecimiento de la cepa 68.

Observando las curvas de crecimiento, se aprecia que estan parecidas unas de otras donde la presencia de plomo
y cadmio promueve un mayor crecimiento de las bacterias respecto a los grupos control, no asi las bacterias
expuestas a arsénico presentan un menor crecimiento que los controles esto puede deberse a que el arsénico se
encontraba en una concentracion mucho mayor que la del plomo y el cadmio y a que los efectos toxicos del
arsénico inhibieran el desarrollo 6ptimo de las bacterias, respecto al plomo y cadmio al encontrarse en menor
cantidad puede que el estrés causado sobre las bacterias sea menor y que este a su vez promueva el crecimiento
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de las bacterias como respuesta a su presencia y de esta forma las bacterias puedan mitigarlo o reducirlo del
medio de cultivo.

7.4.2 RENDIMIENTO DE REMOCION DE METALES

Tabla 13 Controles de calidad en la lectura de plomo.

Parametros de calidad Valores
(mg/l)
Estandar Pb (4mg/l) 3.281
Fortificado Pb (4 mg/l) 10.58
Blanco HNO3 ND
Control de medio ND
Cepa 23 ND
Cepa 52 ND
Cepa 68 ND
Blanco Pb DO 56.0667
Blanco Pb D4 32.6
Blanco Pb D8 47.6
*Curva (4mg/l) alas 12m | 4.282
*Curva (4mg/l) alas 24m | 4.287
*Curva (4mg/l) a las 36m | 4.321

Remocidn de Pb

60.0000

50.0000 {

40.0000

30.0000 I

20.0000

10.0000 I
0.0000 ; ;

Pb23 DOPb23 D4Pb23 D8Pb52 DOPb52 D4Pb52 D8Pb68 DOPb68 D4Pb68 D8

Concentracion de Pb (mg/l)

-10.0000
Muestras y tiempos de lectura

Figura 24 Remocién de plomo durante los 8 dias.

Tabla 14 Porcentaje de remocion de plomo.

Muestra % Remocion
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Cepa 23 92.4965
Cepa 52 91.4903
Cepa 68 71.3066

Las 3 cepas presentaron la capacidad de resistir y remover el plomo del medio en que crecieron siendo la cepa
23 la que presento un mayor porcentaje de remocion.

Tabla 15 Controles de calidad en la lectura de cadmio.

Parametros de calidad Valores (mg/l)
Estandar Cd (0.25 mg/l) 0.224
Fortificado Cd (0.25 mg/l) 0.231
Blanco HNO3 ND
Control de medio ND
Cepa 23 ND
Cepa 52 ND
Cepa 68 ND
Blanco Cd DO 21.5167
Blanco Cd D4 21.7333
Blanco Cd D8 21.65
*Curva (0.5mg/l) alas 12m | 0.551
*Curva (0.5mg/l) alas 24m | 0.553
*Curva (0.5mg/l) alas 36m | 0.558

Remocion de Cd

25.0000

20.0000 I
I
I
10.0000
5.0000
0.0000

Cd23 DOCd23 D4Cd23 D8Cd52 DOCd52 D4Cd52 D8Cd68 DOCd68 DACd68 D8
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Figura 25 Remocién de cadmio durante los 8 dias.
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Tabla 16 Porcentaje de remocion de cadmio.

Muestra % Remocion
Cepa 23 20.2154
Cepa 52 9.9641

Cepa 68 1.4026

Las 3 cepas fueron capaces de tolerar y remover el cadmio del medio, el comportamiento fue similar al
presentado en presencia de plomo siendo la cepa 23 la que removi6 una mayor cantidad de cadmio y la 68 la
que removio menos, en general la remocion de cadmio fue en un porcentaje mejor en comparacion al plomo.

Valores
Parametros de calidad (mg/l)
Estandar As (20 pg/l) 0.224
Fortificado As (20 ug/l) ND
Blanco HNO3 ND
Control de medio ND
Cepa 52 ND
Cepa 67 ND
Blanco As DO 1090.6667
Blanco As D4 1268.0000
Blanco As D8 2120.0000
Prom*V. dilucion
Muestra R1(mg/l) R2(mg/l) R3(mg/l) | Promedio (mg/l) (mg/1)
As 52 DO 21 26.5 23.7500 950.0000
As 52 D4 30.6 14 42.4 29.0000 1160.0000
As 52 D8 24.8 163 23.1 70.3000 2812.0000
As 67 DO 31.8 14.5 16.7 21.0000 840.0000
As 67 D4 16.8 232.5 85 111.4333 4457.3333
As 67 D8 50.4 26.8 15.8 31.0000 1240.0000

El analisis de arsénico después de los 8 dias demostrdé un comportamiento atipico debido a que la concentracion
de arsénico aumento caso contrario a lo que se esperaba, esto puede deberse principalmente a contaminacion
en los materiales utilizados, a la sensibilidad del equipo puesto que solo lee hasta 50 ul y la concentracion
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utilizada fue de 1000 mg al momento de diluir se utilizan volimenes muy pequefios lo que facilita un error en
la lectura.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha encontrado que en las zonas cercanas a las minas de Concepcion del Oro en Zacatecas presentan
importantes concentraciones de metales entre los que se encuentran plomo, cadmio y arsénico, los tres de
importancia debido a su toxicidad y los efectos adversos que pueden ocasionar a la salud de los seres vivos y
ecosistemas, fue posible realizar el aislamiento de 32 distintas colonias bacterianas a partir de muestras de suelo
previamente recolectadas, estas mismas colonias fueron expuestas a diferentes concentraciones de los metales
antes mencionados para verificar si tenian la capacidad de tolerar la presencia de dichos metales, la
concentracion maxima en que se podian desarrollar y su capacidad de remover los metales del medio.

Respecto al plomo las 32 cepas aisladas toleraron hasta una concentracion de 84 mg/l, solo tres, las cepas: 23,
52 y 68 toleraron hasta 134mg/l. teniendo en cuenta que la normativa oficial marca una concentracién maxima
permisible para plomo de 400mg/kg en suelos de uso comercial, domiciliario y agricola estas colonias resisten
menos de la mitad de dicha concentracién limite, sin embargo, las tres cepas fueron capaces de reducir
significativamente la concentracion de plomo, al menos un 70%, presente en el medio de cultivo en un plazo
de 8 dias, que fue el tiempo que duro el experimento, lo cual nos dice sobre la adaptacion de las bacterias a este
medio adverso y que son capaces de llevar a cabo sus funciones biol6gicas sin problemas a una concentracion
reducida de plomo.

Respecto al cadmio la tolerancia fue mucho menor siendo lo maximo una concentracion de 40mg/l apenas
rebasando los 37mg/kg que marca la normativa como valor maximo permisible, nuevamente se observé que las
cepas mas tolerantes a cadmio tienen la capacidad de removerlo del medio, aunque en una menor proporcion
en comparacion al plomo ya que el mayor porcentaje de remocion fue del 20%, no obstante también es
significativo que pueden removerlo ya que indica la presencia de los mecanismos adecuados para dicho fin 'y
no solo para tolerarlo.

Y en arsénico dos cepas fueron capaces de tolerar hasta 6000mg/ de arsénico muy por encima de los 23mg/kg
gue marca la norma como concentracion maxima permisible, esto nos indica que las bacterias aisladas de estos
suelos tienen una mayor adaptacion para resistir al arsénico.

De todas las cepas resalta la 52 ya que tolero a plomo, cadmio y arsénico en las concentraciones mas elevadas
y mostro la habilidad para removerlos del medio. La cepa 23 fue la que presento los mayores porcentajes de
remocion de plomo y de cadmio mientras que la cepa 68 fue la que menor porcentaje de remocion presento.

La identificacion de las cepas tolerantes nos ha permitido encontrar que las bacterias pertenecen al género
Bacillus es cual se encuentra ampliamente distribuido en suelos, mientras que las especies encontradas son
cepas distintas pertenecientes a las especies B. cereus y B. thuringiensis.

Concluido el trabajo se comprueba la hipétesis planteada al inicio sobre que las condiciones de contaminacién
en los suelos de Concepcion del Oro promueven el desarrollo de microorganismos tolerantes a altas
concentraciones de metales, pero ademas de que estos poseen los mecanismos suficientes para reducir la
concentracion de los metales del medio en que se desarrollan, la mayor adaptacion parece ser el arsénico ya que
fue el elemento que pudieron tolerar a una mayor concentracién mientras que el plomo es el metal que fue
removido con mayor éxito.
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9. CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados de Concepcion del Oro parecen tener las adaptaciones suficientes para poder
tolerar y desarrollarse en ambientes altamente contaminados por metales y metaloides, esto se comprueba con
el presente trabajo y el realizado por otros comparieros del laboratorio que han aislado hongos a partir de las
mismas muestras de suelo. Concluido el trabajo se han encontrado 4 especies de Bacillus cuyo estudio puede
ser de interés para conocer los distintos mecanismos de adaptacion de las bacterias frente a los metales pesados
y las rutas que estos siguen para poder disminuir la concentracion de los metales en el medio en que se
desarrollan. Estos estudios son importantes de realizarse debido al riesgo ecoldgico que se vive en las zonas
mineras y pueden dar pie a que haya un mayor interés por las técnicas de biorremediacién y la importancia de

las especies bacterianas frente a los eventos de contaminacion.
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