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RESUMEN

Las condiciones deserticas extremas de la Laguna Salada Baja California hacen que
los microorganismos ahi presentes sean de alto interés biotecnologico. La capacidad de estos
microorganismos de tolerar temperaturas oscilantes entre los 4 y 50°C, largos periodos de
exposicion a radiacion UV, ademas de las condiciones del suelo: alcalinidad con altas
concentraciones de sales y muy poca materia organica asi como con precipitaciones anuales
promedio menores a los 130 mm; generan interés por estudiar estos ambientes extremos, pues
es sabido que dichas condiciones permiten modificaciones y adaptaciones celulares en los
microorganismos que pueden ser aprovechadas en la industria biotecnologica y en la
biorremediacion.

En este trabajo de tesis se determino la concentracion minima inhibitoria (MIC, por
su siglas en inglés) a elementos potencialmente tdxicos (Al, Cd, Cr, Cu, Pb, Sb y Zn) de 30
aislados bacterianos obtenidos previamente de suelo de la Laguna Salada Baja California: 22
aislados de suelo rizosférico y 8 aislados de suelo no rizosférico (sin vegetacion). Todos los
aislados se sometieron a exposicion de radiaciéon UV (condiciones de laboratorio) por hasta
24 h. Adicionalmente, se estudio la capacidad de los aislados microbianos para fijar N2, esto
cultivandolos en medio malato-sacarosa con azul de bromotimol y, para determinar la
capacidad de solubilizar fosfato tricalcico los aislados se cultivaron en el medio del Instituto
Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP).

De los 30 aislados bacterianos el 50% tolera hasta 24 horas de radiacion UV, el 23%
fija N2, el 60% solubiliza fosfato tricélcico y los valores més altos de concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) para los metales ensayados fueron: Sb 5000 mg L%, Pb 900 mg

L1, AI300 mg L%, Cr600 mg L%, Zn 550 mg L%, Cu 100 mg Ly Cd 20 mg L. Estos datos
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permiten sugerir a los aislados bajo estudio como promotores de crecimiento de plantas en

ambientes impactados por metales pesados.
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1. INTRODUCCION
1.1. La Laguna Salada, Baja California

La cuenca de la Laguna Salada se encuentra en el norte de Baja California, México.
Esta cuenca es de aproximadamente 20 km de ancho y se extiende unos 100 km de
nornoroeste a suroeste (Garcia et al., 2001). Esta alineada con la Sierra de Juarez al oeste y
las Sierras Cucapa y EI Mayor al este y sudeste, respectivamente (Arango et al., 2015).

Hay seis estaciones meteoroldgicas en la region de la Laguna Salada, su precipitacion
media anual varia de 54.9 a 127.4 mm y su temperatura media anual varia de 22.1 a 24.4°C.
La temperatura normal, durante los meses mas frios del afio (diciembre-enero), promedia en
13.3°C, alcanzando en los dias més calurosos temperaturas arriba de los 50°C. La extrema
aridez de la region se debe probablemente a su ubicacion en la sombra de lluvia de la Sierra
Juarez y también a su posicion relativa a las corrientes meridionales, que llevan la humedad
monzonica hacia el norte del Golfo de California durante el verano (Ruiz et al., 2006; Spelz
et al., 2008).

Debido a sus caracteristicas climaticas, extrema aridez y suelo no desarrollado a lo
largo de la cuenca, la Laguna Salada es un lecho seco carente de vegetacion. Sin embargo, a
la periferia se encuentran especimenes propios de zonas aridas y semiaridas (Coyle y Roberts,
1975; Spelz et al., 2008).

1.1.1. Microorganismos extremofilos nativos del desierto

La temperatura, disponibilidad de agua, radiacion, estabilidad fisica de las superficies
del suelo, propiedades geoquimicas del suelo local y la falta de nutrientes representan un
ambiente extremo para los microorganismos nativos de los desiertos (Craig et al., 2010). Se

consideran extremos aquellos ambientes con temperaturas elevadas (55°-121°C), alta
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salinidad (15-30%) y alta alcalinidad (pH mayor 8). Por las caracteristicas anteriores, se
podria erroneamente pensar que el desierto es un lugar sin vida cubierto de rocas y arena,
pero un ambiente extremo para un organismo, puede ser esencial para otro (extremofilos)
(Belnap, 2003; Ramirez et al., 2006).

Existen microorganismos extremofilos que se han adaptado a estas condiciones, entre
ellos muchos tipos de bacterias. Las diferentes formas de como resisten las bacterias a estas
tensiones son en su mayoria desconocidas (Chanal et al., 2006). El estudio de bacterias
extremofilas representa un interés cientifico diversificado, por sus biomoléculas resistentes
al entorno, extremoenzimas con aplicaciones en diferentes industrias y en general por que los
organismos extremofilos tienen una vida éptima cuando para otros las condiciones son

intolerables y hasta letales (Ramirez et al., 2006).

1.1.2. Bacterias tolerantes a radiacion ultravioleta

El sol emite radiacion ultravioleta (UV) en un amplio espectro, la banda UVC con
longitudes de onda por debajo de 280 nm, la banda UVB 280-315 nm y la banda UVA 315-
400 nm. Los UVC perjudiciales y una parte de los UVB se absorben gracias a la capa de
0zono, sin embargo una parte de la radiacion UVB vy la radiacion UVA alcanzan el nivel del
suelo y pueden modificar o dafiar moléculas, proteinas y ADN (Grujil, 1999).

En los desiertos, donde el clima es seco y el agua en estado liquido no esta disponible,
se podria suponer que la radiacion UV esterilice la superficie, sin embargo, la tension por las
condiciones desérticas induce la pigmentacion celular y mecanismos de proteccion en ADN
en los microorganismos nativos permitiéndoles tolerar niveles altos de este tipo de radiacion.
El confinamiento de las comunidades microbianas en microambientes podria ser en gran

parte debido a la radiacion UV (Cockell et al., 2008).
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Algunos microorganismos aislados de zonas con altos flujos de radiacién UV son
extremadamente resistentes a los rayos UV (Wayne et al., 2005). La radiacion UVC tiene la
capacidad de inactivar virus, bacterias y protozoos, por ello se utiliza como germicida en
aguas tratadas (Carré et al., 2018; Huang et al., 2016), superficies solidas y aire (Hakguder
y Unluturk, 2018). Existen diferentes mecanismos que las bacterias utilizan para reparar el
dafio causado por exposicion a radiacion UV, tales como fotorreactivacion, eliminacion de
la base nitrogenada dafiada del ADN por una glicosilasa, incision del ADN adyacente al
dafado por una endonucleasa o la eliminacion del oligonucleétido dafiado (Goosen y
Moolenaar, 2008).

Bacterias extremdfilas que resisten largos periodos de exposicion a radiacion UV son
biotecnologicamente prometedoras por su actividad metabolica (Mohammadipanah y Wink,
2016).

1.2.  Metales como elementos contaminantes potencialmente toxicos

El término contaminacién se refiere a la introduccion o incremento anormal de
sustancias que pueden ejercer un efecto dafiino sobre los organismos en los ecosistemas; a
partir de su disposicion en agua, suelo o aire tienen un periodo de residencia, habilidad para
su dispersion y toxicidad. Los contaminantes se pueden dividir en dos grandes grupos:
biodegradables (alimento, madera, carton, etc.) y no biodegradables (sustancias sintéticas,
metales pesados, entre otros) (Bautista, 1999).

Los metales son especies quimicas no degradables por lo que se quedan en la red
trofica (Figura 1), ya que tienen la propiedad de bioconcentrarse, bioacumularse y

biomagnificarse en los tejidos vivos (Bocher et al., 2003; lulia et al., 2012; Li et al., 2009).
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En altas concentraciones son dafiinos para los seres vivos si se encuentran biodisponibles

(Vullo, 2003).
1H 2He
3Li | 4Be sB| 6C | 7N | 80 | oF |10Ne

13Al| 14Si 18Ar

21S¢| 22Ti | 23V | 24Cr |25Mn| 26Fe | 27C0 | 28Ni |29Cu|30ZN|31Ga 32Ge | 33AS |345€|35Br| 36Kr
37Rb| 38Sr | 39Y | 40Zr |a1Nbja2M0 43Tc| aaRu | asRh | 46Pd|47AgasCdl| a0ln| 50Sn | 51Sb [52Te| s3l |saXe
55Cs|seBa| 57.71| 72Hf |73Ta| 72aW | 75Re | 7605 | 771r | 78Pt|70AUs0Hg 81Ti| 82Pb | 83Bi |3aP0O/ssAtissRN

87Fr| 8sRa|29-103 104Db|105J0| 106Rf|107Bh 108HN|100M1t 110 | 111

s7La| sgCe | s9Pr 5oNd 61PmM| 62Sm| 63EU 54GC| 55Tb 55Dy 6sEr| gaTm 70Ybb 71Lu

89AC| 90Th |91Pa| 92U | 93Np| 9aPu |95AM|96Cm|97Bk| 98CF| 99ES|101Md|102N0|103LN

Figura 1. Tabla periddica de los elementos presentes en la biosfera. Elementos mas
abundantes (naranja), elementos minoritarios (azul), elementos traza (amarillo), elementos
traza esenciales (verde) y gases nobles (gris). Los elementos toxicos conocidos se indican en

color rojo. (Tomado de Galan y Romero; 2008)

En condiciones naturales, los metales se encuentran en estado insoluble, como
consecuencia de diferentes actividades antropogénicas estos compuestos se han acumulado
en grandes cantidades y/o forma soluble (Bautista, 1999). En el cuadro 1 se observan las
principales fuentes antropogénicas de metales toxicos al medio ambiente.

Se consideran metales pesados a los elementos metalicos con densidad mayor o igual
a5 gcm3, basandose en la tabla periddica (Figura 1), s6lo 59 elementos serian considerados
metales pesados, sin embargo elementos como Al, As, Br, Sb suelen incluirse en los metales
pesados por tener caracteristicas y comportamientos similares; a todo el conjunto se le conoce
también como elementos traza. Algunos de estos elementos son micronutrientes esenciales

(Co, Cr, Cu, Zn (pocos mg/dia)) y otros no esenciales (Be, Cd, Pb, Sb). Sin embargo, todos
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los elementos traza son toxicos si se ingieren o inhalan en grandes cantidades y/o en periodos

prolongados (Galan y Romero, 2008).

Cuadro 1. Fuentes de origen antropogénico de algunos elementos traza (Pathania, 2016).

Metal Fuentes
Al Preparacién de cableado aislado, ceramicas, partes automotrices, pesticidas.
As Escape de automdviles, polvo industrial, conservantes de madera y tinte.
Productos petroliferos, pigmentos de pintura, pesticidas, tubos galvanizados,
cd plasticos, refinerias de Cu.
Industria de galvanizado, industria del plastico, refinacién de metal y
cu emisiones industriales.
Refinado de petroleo, industria de electrodeposicion, cuero, curtido,
cr fabricacion textil, procesamiento de pulpa.
Fe Refinacion de metales, piezas de motores.
Conservantes de madera, curtido de cuero, unglientos, termoémetros,
ne adhesivos y pintura.
) Galvanizacién, pintura, procesamiento de baterias, refinado de metales y
N fertilizantes.
Pb Materiales a base de petréleo, pesticida, gasolina con Pb y baterias moviles.
- Industria del caucho, pinturas, conservantes, baterias, fertilizantes fosfatados

y detergentes.

La exposicién a metales pesados y su concentracion varia a partir de la zona

geografica, caracteristicas del suelo, procedencia de los alimentos, si el area es urbana o rural,

entre otros factores. La incineracion de desechos, la quema de combustible en vehiculos y la

actividad industrial liberan metales a la atmodsfera que posteriormente, en forma de

precipitados, contaminan el suelo, afiadiendo el hecho de que aguas residuales no tratadas

debidamente contienen metales pesados y se usan para riego, lo que introduce a la los metales

pesados en la cadena alimentaria (suelo-planta-humano) convirtiéndose en la principal via de

exposicion humana provocando dafios severos (dependiendo del metal, el periodo de
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exposicion y la concentracion). Diferentes alternativas quimicas y bioldgicas se han
estudiado y aplicado para contrarrestar los dafios, por ejemplo el uso de comunidades
microbianas para la biorremediacion de suelos (Menahem y Ben, 2018). A continuacion se
describen algunas caracteristicas y datos importantes de metales considerados como
elementos potencialmente toxicos.

1.2.1. Aluminio

El aluminio (Al) es el tercer elemento mas abundante en la corteza terrestre. Su
presencia en los minerales del suelo son la principal fuente de Al en ambientes acuosos y
bioldgicos. Es relativamente insoluble a pH neutros (6.0-8.0) mientras que a pH &cido (<6.0)
0 alcalino (pH> 8.0) mejora su solubilidad y se vuelve mas biodisponible. Lo cual es un
problema ya que hasta un 50% del suelo potencialmente cultivable es &cido y la solubilidad
del catién Al*3 es un factor limitante para la productividad de las plantas. Concentraciones
elevadas de Al son toxicas para una gran variedad de organismos (Driscoll y Shecher, 1990;
Feng et al., 2011; Kochian et al., 2015). La funcién bioldgica de este elemento es
desconocida (Schmitt et al., 2016), sin embargo en plantas su respuesta puede ser benéfica o
perjudicial dependiendo de la especie vegetal y la concentracion de Al en el suelo (Singh et
al., 2017).

La presencia de ligandos, baja temperatura y pH (acido o alcalino) permiten la
solubilidad del Al en medio acuoso (Driscoll y Schecher, 1990).

La forma del Al y las rutas de exposicion indican el nivel de toxicidad en humanos;
estudios sugieren la probabilidad de que la exposicion cronica al Al tiene relacion con el
Alzheimer, cancer de mama y autismo (Exley, 2016).

La NOM-052-SEMARNAT-2005 menciona algunos residuos peligrosos que

contienen Al. Segun la NOM-127-SSA1-1994 el limite maximo permisible de Al en agua
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potable es de 2.0 mgL™?, y la NOM-010-STPS-1999 establece que el limite de exposicion
durante una jornada de trabajo de 8 horas en condiciones de temperatura y presion constante
para Al, alquilos y Al en sales solubles es de 2 ppm, Al en polvos de piro y Al en humus de
soldadura es de 5 ppm y Al metal en polvo y Al,O3 es de 10 ppm.

1.2.2. Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial y toxico, sus fuentes de emision
pueden ser antropogénicas o naturales (7:1) (Wang, 2010), generalmente se encuentra como
oxido de cadmio (CdO), cloruro de cadmio (Cl>Cd) o sulfato de cadmio (SO4Cd) (Parvau,
2010). Su movilidad es alta en comparacion a otros metales (Cd>Ni>Zn>Cu>Cr>Pb) (Kim
et al., 2015). Una de las principales fuentes de Cd en el suelo son los fertilizantes fosfatados,
sin embargo la adicion de fosfatos lo inmoviliza (Kabata y Pendias, 2000).

No son conocidos todos sus efectos ni su interaccion con los otros elementos
metalicos, tiene propiedades cancerigenas y estrogénicas, afecta principalmente los sistemas
renal y esquelético en humanos, en quienes las principales vias de absorcion son:
gastrointestinal y respiratoria, en los alimentos y al inhalar humo de cigarro respectivamente
(Acosta et al., 2009; Goyer, 1997; Johnson et al., 2003). En el suelo su presencia es
antagonista al competir con la absorcién de macro y micronutrientes como el Ca y Zn
esenciales para las plantas, y al ser semejante al Zn y Cu toma sus mismas rutas de absorcion.

La biodisponibilidad del Cd en suelos aumenta al disminuir el pH y al mismo
tiempo se reduce su absorcion al competir con iones de H* si el pH es acido (Santos et al.,
2010; Tyleretal., 1989). A un pH alcalino en el suelo el Cd es practicamente inmavil (Kabata
y Pendias, 2000).

Segun la NOM-001-SEMARNAT-1996 el promedio mensual de Cd en el suelo

agricola no debe exceder los 0.05 mg L.

18



1.2.3. Cromo

En la naturaleza no es muy comun el cromo (Cr) elemental, es mas frecuente
encontrarlo en algun estado de oxidacién entre -2 y +6, en el ambiente el Cr (111) y Cr (V1)
son los estados mas comunes ya que las formas +2, +4 y +5 son inestables y se convierten
rdpidamente en Cr (I11), que oxida posteriormente en Cr (VI). EI Cr (I1l) es un nutriente
esencial para los humanos, ya que esta relacionado con el metabolismo de la glucosa, lipidos
y proteinas, su toxicidad en seres vivos es baja comparada con el Cr (V1) (1:1000) por su baja
permeabilidad en la membrana celular se considera inocuo aunque en concentraciones altas
puede ocasionar problemas a la salud (Salden, 2011). Por el contrario el Cr (V1) es tdxico,
muy soluble y facilmente atraviesa la membrana plasmatica (Ramirez et al., 2009). Ambas
formas (Cr (111) y Cr (V1)) son muy utilizadas en la industria y suelen ser liberadas a aguas
residuales donde, generalmente se utilizan métodos que desintoxiquen el Cr (V1) a Cr (I11)
por métodos de reduccién ya que el Cr (IV) es el estado méas dafiino y carcinégeno del Cr
(Zhao et al., 2016). Por ello la NOM-002-ECOL-1996 establece que la descarga mensual de
Cr (V1) no debe sobrepasar 0.5 mg L.

La forma del Cr en suelo es de importancia ambiental, ya que las plantas absorben los
metales en raices y hojas introduciéndolos a la cadena tréfica, el pH del suelo tiene un papel
fundamental en la reduccion de Cr (V1) a Cr (I11) ya que el pH bajo, fomenta la formacion de
Cr (111) forma inerte y muy poco soluble (Mason, 2012). El Cr no tiene una funcion esencial

para el crecimiento de las plantas (Kabata y Pendias, 2000).

1.2.4. Cobre

El 96% de la materia viva lo constituyen el O, C, H y N, el 4% restante son

aproximadamente 30 elementos que cumplen alguna actividad fisioldgica, entre ellos algunos
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elementos llamados elementos traza esenciales, necesarios para los seres vivos en pequefias
cantidades, ya que en altas concentraciones son considerados toxicos (Aragon y De Leon,
2012).

En humanos el cobre (Cu) es un metal esencial, el tercero después del Fe y el Zn, es
un cofactor para mas de 100 enzimas predominado en forma de cation (Cu*?). La ingesta
diaria en la dieta es aproximadamente de 1 a 3 mg (depende del individuo). Los alimentos
con mayor contenido de Cu son: cacao, nueces, levadura, ostras, carnes, cereales y
leguminosas (Sanchez, 2014). La funcidn de este elemento es esencial en procesos como la
fotosintesis y respiracion de las plantas, en la reduccion y fijacion de N2, en metabolismo de
proteinas y mecanismos de la pared celular, entre otras funciones bioquimicas. La poca (<5ug
L) o nula presencia en el suelo de Cu, se convierte en limitante para la produccion de plantas
(Kabata y Pendias, 2001), en ese caso se afiade Cu en forma de fertilizante organico o
inorganico para corregir las deficiencias del micronutriente (Obrador et al., 2013).

Para la sociedad moderna el Cu es un metal esencial debido a su excelente
conductividad (Branco et al., 2018), se utiliza como agente antimicrobiano en materiales de
construccién y en diferentes superficies exteriores causando problemas ambientales debido
a la lixiviacion por lluvia, envejecimiento y corrosion de las superficies (Hedberg et al.,
2014). También esta presente en toda la chatarra de acero al final de su vida util (Daehn et
al., 2017; Velleux et al., 2012) y se utiliza como promotor de crecimiento de cerdos y aves
en algunas regiones como Yucatan, México (Alcocer et al., 2007), entre otras aplicaciones
que elevan su presencia en el ambiente. Algunas especies vegetales son capaces de tolerar
altas concentraciones de Cu absorbido del suelo, pero a partir de 20 mg kg se generan
efectos toxicos (Liu, 1996). La intoxicacién cronica de Cu inorganico en humanos causa

lesiones celulares, por encima de los 2.9 mg ml™ en sangre se presentan nauseas, vOmitos y
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dolor abdominal, la intoxicacion aguda del metal perjudica la produccion de ATP, que
después de pocas horas ha provocado la muerte en la mayoria de los casos (Georgopoulus et

al., 2002; Goering y Liu, 2018; Ravi et al., 2017; Yang et al., 2015).

1.2.5. Plomo

El plomo (Pb) es uno de los contaminantes mas frecuentes y predominantes. Su
existencia en sedimentos y suelos envenena el ambiente por siglos, es introducido al medio
ambiente de forma natural y antropogénica (Cariou et al., 2017) sin embargo, los desechos
de baterias es una de las mayores fuentes de contaminacién de Pb (Kristensen et al., 2017).
Polvo de suelo contaminado con Pb, platos vidriados con Pb, emisiones industriales,
alimentos y el tabaquismo son algunas de las principales fuentes de exposicion a Pb en
humanos (Celik et al., 2007). No se conoce funcion biologica alguna para el Pb, por lo tanto
afecta a muchos sistemas y érganos, principalmente el sistema nervioso y rifiones; cualquier
cantidad de Pb por minima que esta sea es anormal (Shukla et al., 2010).

Las mujeres en gestacion en contacto con Pb afectan irreversiblemente el desarrollo
y sistema nervioso del infante y la estructura 6sea del mismo (Hildebrand, 2011). Bebés y
nifios suelen ser mas susceptibles a intoxicacion por Pb, por polvo o astillas de pintura
deteriorada que suelen ingerir, afectando principalmente el sistema nervioso, presentando
sintomas por debajo de 5 pg dL de Pb en sangre y causando la muerte si se rebasan los 70
ug dL! (Godwin, 2001; Hauptman et al., 2017).

Como ya se dijo el Pb no tiene una funciéon conocida, incluidas las especies
vegetales, su absorcion depende del tamafio de particulas en el suelo y del pH aumentando
su solubilidad entre 3 y 8.5. El exceso de Pb en plantas retrasa su crecimiento, inhibe la

fotosintesis, altera la nutricion mineral y equilibrio hidrico (Sharma y Dubey, 2005).
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1.2.6. Antimonio

El antimonio (Sb) es un elemento toxico sin funcion bioldgica para los seres vivos
(Zmijewska, 1994), con propiedades cancerigenas. Su presencia en el suelo es de 0.3-8.4 mg
kg™ aproximadamente (Wei et al., 2011). Las actividades antropogénicas son la principal
fuente de contaminacion de Sb (Benhamdi et al., 2014), se utiliza como retardante de llama
en la industria plastica y en baterias con Pb principalmente. La presencia escasa de Sb y su
alta tasa de extraccion podria privar a futuras generaciones del mineral (Henckens et al.,
2016). El Sb es facilmente absorbido por las raices de las plantas y una manera de exposicién
humana es a través de los alimentos, afectando principalmente a infantes. Los efectos toxicos
del Sb varian a partir de su forma quimica, Sb (I1l) es 10 veces més toxico que el Sb (V)
(Ruiz et al., 2017), pero la movilidad y solubilidad del Sb (V) es mayor que la del Sb (111)
(Li et al., 2018). Al tener una baja movilidad en suelos oxidantes, el Sb (I11) no representa
una amenaza al ecosistema, ya que lo que la raiz absorbe no pasa a la parte aérea de la planta
(Pérez et al., 2011).

El Sb y muchas de sus formas son practicamente insolubles en agua, pero al estar
presente en pequefas cantidades (<1 pg g?) de agua potable, este se disuelve y provoca
consecuencias a la salud si es ingerido por humanos o animales, por ello en México la NOM-
201-SSA1-2015 establece que el agua potable no debe rebasar los 0.005 mg L™ de Sb.

1.2.7. Zinc

El zinc (Zn) es un metal esencial para todas las formas de vida, su presencia es
necesaria para un 6ptimo desarrollo y crecimiento (Ackland y Michalczyk, 2016; Andreini
et al., 2006; Auld, 1979; King, 2011). En los organismos vivos el Zn es redox-inerte y su
estado de valencia es (Il), sus principales ligandos son las proteinas y se requiere para

practicamente todas las funciones celulares (Krezel y Wolfgang, 2016). Este elemento se
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libera al ambiente a partir de minerales, procesos atmosféricos, procesos bioticos y
actividades antropogénicas.

Cuando el pH del suelo es superior a 7.5 la biodisponibilidad del Zn para los
organismos vegetales disminuye considerablemente, por el contrario, cada vez que el pH se
reduce un valor, la biodisponibilidad de este elemento aumenta hasta 5 veces. Muchas
enzimas de las células vegetales son activadas por iones de Zn, también juega un papel
importante en la proliferacion y diferenciacion de las células, pero al encontrarse presente en
cantidades elevadas, su presencia es antagonista. En el caso de las plantas este elemento
puede reducir la biomasa vegetal e inhibe el crecimiento (Sturikova et al., 2018). El cuerpo
humano no tiene un reservorio para el Zn, por ello es necesaria su ingesta diaria, una de las
principales fuentes de Zn en la dieta es la carne animal. En el organismo humano el Zn es
cofactor de varias enzimas, molécula de sefializacion y necesario para el adecuado
funcionamiento del sistema inmune. Durante el embarazo es crucial que no exista carencia
del mineral, ya que esto provoca deficiencias de crecimiento, susceptibilidad a infecciones,
trastornos de la piel y disfuncion en el sistema nervioso central (Rink, 2011). La mayoria de
los problemas de toxicidad del Zn en humanos se debe a exposiciones agudas (Hassanian et
al., 2014; Kondo et al., 2016; Lech, 2011). El Zn es el metal que en agua potable tiene un
rango mas amplio de tolerancia (hasta 5 mg L) segiin la NOM-127-SSA1-1994.

1.3. Tolerancia de bacterias a elementos potencialmente toxicos

Todos los metales, aun los esenciales pueden causar efectos toxicos a los seres vivos,
son los contaminantes inorganicos mas importantes en el ambiente por su capacidad de
biomagnificarse y no degradarse. Existen diferentes alternativas para contrarrestar este tipo
de contaminacion, por ejemplo la precipitacion, oxidacion, reduccion, intercambio idnico,

filtracion, tratamiento electroquimico, entre otras, que resultan métodos costosos y poco
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eficientes que ademéas generan residuos igualmente contaminantes. Una opcién menos
costosa y eficaz es la remediacion mediante microorganismos y sus productos (Cafiizares,
2000).

El aislamiento y caracterizacion de bacterias que pueden crecer en presencia de altas
concentraciones de elementos potencialmente toxicos como los metales es cada vez mas
frecuente debido a su potencial para biorremediar efectivamente sitios contaminados por
estos elementos (Guo et al., 2017; Kang y So, 2016). Algunos microorganismos de sitios
antropogénicamente contaminados por metales o nativos de ecosistemas naturales con altas
concentraciones de cationes metalicos se han adaptado homeostaticamente al medio,
adquiriendo resistencia o tolerancia segun sea el caso. La tolerancia es la indiferencia a la
presencia o ausencia del elemento, mientras que la resistencia es la posesioén de mecanismos
de detoxificacion que se activan cuando hay presencia del metal. Las bacterias tienen varios
mecanismos de resistencia a metales, entre ellos se encuentran principalmente la captura de
iones por componentes celulares, la modificacion redox a formas menos toxicas por enzimas
y la expulsion de los metales desde el citoplasma por transportadores que se encuentran en
la membrana celular (Marrero et al., 2010). Las bacterias que toleran o resisten altas
concentraciones de estos elementos, son comuUnmente utilizadas para remediar sitios
contaminados (biorremediacién), por su eficiencia, bajo costo y debido a que son
ecologicamente sustentables (Shao et al., 2017).

1.4. Bacterias fijadoras de nitrégeno

El nitrogeno (N2) es el principal componente de la atmosfera y es un nutriente esencial

para la vida. Por medio de dos diferentes ciclos, el N2 entra al sistema de la tierra solida; uno

de los ciclos es lento y geologico (Stueken et al., 2016) y otro es rapido y bioldgico donde el
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N> atmosférico es disuelto por bacterias y lo convierten a una forma biolégicamente
disponible, al ser consumidas estas bacterias por otros organismos o en la liberacion de
amonio (NH4) en forma de desecho que se oxida rapidamente en nitrato (NOs) (Johnson y
Goldblatt, 2015). La fijacion bioldgica de este elemento se realiza por algunas especies de
procariontes y arqueas llamados colectivamente diazotrofos (Gaby y Buckley, 2012). Estos
microorganismos expresan un gen llamado nifH (fijador de nitrégeno H) que codifica la
subunidad de la proteina de hierro nitrogenasa, el gen es un indicador comun de la capacidad
de fijacion de N2, aunque esta capacidad no es universal para ningin género (Tang et al.,
2017). Esta competencia esta limitada por diferente factores en el suelo: disponibilidad, pH,
humedad y cantidad de Fe, Ca, P y K (Soman et al., 2018).

Los diazotrofos se dividen en microorganismos de vida libre o simbioticos (Che et
al, 2018; Reardon et al., 2014). Las asociaciones simbioticas con bacterias fijadoras de N se
limitan a ciertas plantas especificas, mientras que los diazétrofos de vida libre generan N>
disponible para el ecosistema en general (Dahal et al., 2017).

Los diazétrofos desempefian un papel importante en el reservorio del N2 oceanico
(LaRoche y Breitbarth, 2005) y del ecosistema terrestre (Fan et al., 2018). Las plantas
necesitan de N> para su crecimiento, al ser componente en todas las proteinas, requerido en
los procesos metabdlicos, en sintesis y transferencia de energia (Boggs y Lucero, 2009). La
cantidad insuficiente de N2 en el suelo es el factor més limitante después del agua para el
rendimiento de las plantas (Celaya y Villegas, 2011), seguido del fosforo (P) y el potasio (K)
(Ahmad et al., 2016). La forma en que las plantas lo obtienen y asimilan es absorbiéndolo
por medio de las raices en forma NO3z™ en condiciones anaerobicas y si el suelo es

pantanoso (condiciones aerébicas) lo adquieren en forma de NH4* (Xuan et al., 2017).
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1.5. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El P es un elemento esencial, su disponibilidad afecta directamente a la productividad
de los ecosistemas (Nesme, 2018). La cantidad de P es un factor para estimar la fertilidad de
los suelos de cultivo ya que es un componente estructural de acidos nucleicos, coenzimas y
fosfolipidos (Garbanzo-Ledn et al., 2017). Su ausencia limita la fijacion de N2 y también el
crecimiento de las plantas, por ello los fertilizantes fosfatados (hechos a partir de recursos no
renovables) son excesivamente utilizados (Pang et al., 2018). A nivel mundial se generan y
utilizan 42 700 millones de toneladas de fertilizantes fosfatados (FAO, 2015), pero su
continua adicion, resulta en una disminucion de la absorcion de fosfatos en el suelo (Munira
et al., 2018), siendo mayor la cantidad de P agregada que la absorbida por las plantas ya que,
con el tiempo el P se vuelve a formas no biodisponibles (Soltangheisi et al., 2018).

El P tiene una alta afinidad por la fase solida del suelo, que bien podria satisfacer la
necesidad de los cultivos por si solo (fosfato ligado) pero se vuelve no disponible al
precipitarse cominmente por AI¥*y Fe3* en suelos acidos y por Ca? cuando el suelo es
calcareo. Los ‘‘activadores de fosfato’’ transforman el P en formas biodisponibles para las
plantas, sin necesidad de afiadir grandes cantidades de fertilizantes sintéticos. Es posible
transformar el fosfato mediante reacciones quimicas y también mediante interacciones
bioldgicas incluyendo a grupos de bacterias solubilizadoras de fosfato (PSB por sus siglas en
inglés). Entre las ventajas de esta alternativa bioldgica se encuentra la transformacion de
fosfato organico e inorganico del suelo, la factibilidad economica y el alto efecto de
activacion (Zhu et al., 2018). La poblacion de estos microorganismos es universal y se
concentra en la zona rizosférica (Awais et al., 2017). La produccion de acidos organicos

(&cido oxalico, lactico, citrico, succinico, acético, formico, entre otros) por el metabolismo
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microbiano es el principal mecanismo de solubilizacion de P, la liberacion del acido provoca
una disminucion del pH de la zona rizosférica que promueve una mayor concentracion de P

soluble (Pande et al., 2017; Wei et al., 2018).
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2. JUSTIFICACION

Bacterias extremofilas aisladas de suelo rizosférico y no rizosférico de la Laguna
Salada Baja California, Meéxico, fueron sometidas a varias pruebas por investigaciones
previas. Dichos aislados se retomaron con la intencion de observar su capacidad de vivir en
condiciones en las que la mayoria de los microorganismos muere, por ejemplo, la tolerancia
a largos periodos de exposicion a radiacion UV. Los aislados bacterianos tolerantes, podrian
promover una simbiosis positiva en especies vegetales de la region generando una mayor
resistencia a los rayos UV del sol.

Es bien sabido que los metales, aun los esenciales, a partir de ciertas concentraciones
y la forma en la que se encuentren, generan toxicidad en diferentes grados. Una de las
caracteristicas de los metales es que no se degradan como la materia orgénica, sino que se
necesitan métodos quimicos agresivos, que generan residuos, son costosos y no siempre
efectivos para la remediacion del sitio que los contenga. Microorganismos capaces de vivir
en ambientes contaminados por metales pesados en un amplio rango de pH y con muy poca
materia organica, como los microorganismos nativos de los desiertos, son una opcion para la
remediacién de sitios contaminados, sin alterar los ecosistemas y haciendo una menor
inversion econdémica. Los fertilizantes inorganicos son otra fuente importante de
contaminacion pues promueven la acidificacion del suelo, permitiendo la lixiviacion de
metales que inhiben el crecimiento vegetal y los introduce a la red tréfica. Los principales
macronutrientes limitantes de la planta son el N2 y el P, por lo que los fertilizantes sintéticos
mas utilizados son los nitrogenados y los fosfatados con producciones anuales de miles de
toneladas. Caracteristicas como la fijacion de N2 y solubilizacion de fosfatos, son

capacidades de los microorganismos que permiten su uso como biofertilizantes.
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La mayoria de los microorganismos extremofilos poseen adaptaciones o
modificaciones tanto metabdlicas como celulares que favorecen que estos microorganismos
toleren o se adapten a condiciones ambientales inhabilitables para la mayoria de los seres
vivos lo cual les hace tener un alto valor cientifico y econdmico ya que pueden explotarse en
diversos tipos de industrias. Es de importancia conocer la potencialidad de los
microorganismos nativos de la region para contar con opciones menos agresivas y mas

econdmicas en las industrias locales.
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3.  OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Seleccionar microorganismos nativos de la Laguna Salada Baja California tolerantes a
elementos potencialmente tdxicos, radiacion UV, fijadores de nitrégeno y solubilizadores de
fosfato.
3.2.  Obijetivos especificos
- Determinar la minima concentracion inhibitoria (CMI) de Al, Cd, Cr, Cu, Pb, Sb y
Zn en aislados bacterianos de la Laguna Salada Baja California.
- Seleccionar microrganismos que sean tolerantes a radiacion UV en diferentes
periodos de tiempo (0.5-24 h).

- Seleccionar bacterias que solubilicen fosfato tricalcico y fijen Na.
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4.  HIPOTESIS

Los aislados bacterianos del ambiente extremo de la Laguna Salada Baja California son
capaces de tolerar diversos metales pesados, diferentes periodos de radiacion UV, siendo

ademas fijadores de nitrdgeno y solubilizadores de fosfato.

31



5.  MATERIALES Y METODOS

5.1. Activacion de aislados bacterianos

Los aislados bacterianos utilizados en esta tesis son parte de la coleccion microbiana
del laboratorio de Bioingenieria a cargo de los doctores Fernando Amilcar Solis Dominguez
y Aseneth Herrera Martinez. Se utilizaron 30 aislados de la Laguna Salada, Baja California
previamente conservados por liofilizacién en alginato de sodio o almacenados en glicerol. 22
de estos aislados eran provenientes de suelo rizosférico (Saldafia, 2016) y 8 aislados de suelo
no rizosférico (sin vegetacion) (Lopez, 2015). Los aislados fueron activados por triplicado
en placas de agar Reasoner's 2A (R2A) a pH 8.5 suplementado con NaCl 12% p/p (R2A
modificado) e incubados a 35°C por 48 h.

5.2. Descripcion morfoldgica y tincién de Gram

Para cada aislado bacteriano se hizo la descripcion de morfologia colonial indicando
la forma, elevacion, borde, color y textura después de ser incubadas a 35°C por 48 h. Se
realizé por duplicado la tincion de Gram. Se hicieron los frotis correspondientes y se realizd
la tincion como sigue:

= Cristal violeta (enjuague después de 60 segundos)

» Yodo lugol (enjuague después de 60 segundos)

= 5 gotas de alcohol-acetona 3:5 (enjuague inmediatamente)
= Safranina (enjuague después de 45 segundos)

En un microscopio de campo claro (Primo Star marca ZEISS) se observaron las
caracteristicas microscopicas, empleando los objetivos 10, 40 y 100x (todas las fotografias
se tomaron a 100x, colocando un cubreobjetos sobre la muestra y una gota de aceite de
inmersion). La descripcion morfologica y tincion de Gram se reportaron de forma

comparativa con los descritos en los trabajos de tesis previos del grupo de investigacion.
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5.3. Desarrollo de curva de McFarland

Para cuantificar el crecimiento microbiano en los diferentes ensayos se hizo la curva
de McFarland. Se prepararon soluciones de BaCl, y H.SO4 ambas al 1% y se utilizaron para
elaborar una serie de estandares de McFarland contenidos en tubos de ensaye con rosca de
15 mL.

La mezcla adecuada de BaCl, y H2SO4 produce cantidades conocidas de BaSOa, que
semeja la capacidad de dispersion de una suspension de células bacterianas y de este modo
se permite estimar la cantidad de biomasa presente en el medio. Las mediciones
turbidimétricas basadas en la escala de McFarland se realizan en rangos de longitud de onda
de 420-660 nm (Lahuerta y Pérez, 2012).

Todas las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 600 nm en

un espectrofotémetro (SmartSpec Plus Spectrophotometer de BioRad).

5.4. Prueba de tolerancia a radiacién UV

En 7 mL de medio liquido R2A se inocul6 con asa bacterioldgica el aislado
microbiano, posteriormente el cultivo fue incubado a 35°C en agitacion oscilatoria de 100
rpm, después de 48 h de incubacién el paquete celular se lavé por duplicado con agua
destilada estéril y se ajustd la absorbancia a 1 en el espectrofotometro (SmartSpec Plus
Spectrophotometer de BioRad). Se sembraron por extension con varilla 100 pL de indculo
sobre placas de agar R2A modificado y se expusieron durante 0.5 h a radiacion UV a una
distancia aproximada de 50 cm de una lampara germicida de luz UV (OSRAM G30 T8 30
W) en condiciones asépticas. Se incubaron a 35°C en condiciones de obscuridad durante 48
h. Se aumentd el tiempo de exposicion a aquellos microorganismos que mostraran tolerancia

de 2, 6, 12 y 24 horas, cada prueba se realizé por duplicado.
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5.5.  Prueba de fijacion de N2

Se tomd una muestra de microorganismo con el asa bacterioldgica y se inocul6 en 5
ml de caldo R2A modificado, este pre indculo fue incubado a 35°C con agitacion oscilatoria
de 120 rpm por 72 h. Después de este tiempo el cultivo se centrifugd en tubos Falcon a 4000
rpm durante 20 min y el paquete celular se enjuagé dos veces con agua destilada desechando
el sobrenadante. Se ajustd la absorbancia a 1 en espectrofotémetro (SmartSpec Plus
Spectrophotometer de BioRad) diluyendo la concentraciéon bacteriana con agua destilada
esteril.

En medio semisdlido malato-sacarosa afiadiendo 3ml L de indicador de pH azul de
bromotimol se justd el pH a 7.2 (Anexos 8.1). En 5 mL del medio se inocularon alicuotas de
50 uL de pre inoculo bacteriano lavado. Se incubaron en condiciones de obscuridad a 35°C
por 5 dias. ElI cambio de color de azul a amarillo indica actividad nitrogenasa anaerdbica
(Croes et al., 2014). Esta prueba se realiz6 para cada uno de los aislados microbianos

utilizados en la presente investigacion.

5.6.  Prueba de solubilizacion de fosfato tricélcico
Se tomd una asada del microorganismo y se inocul6 en 5 ml de caldo R2A
modificado, se incubd a 35°C en agitacion oscilatoria de 120 rpm por 72 h. Se centrifugo y
se realizaron lavados del paquete celular con agua destilada estéril. Posteriormente se ajusto
la absorbancia de la misma manera que en la prueba de fijacion de No.
Para evaluar la capacidad de solubilizacion de fosfatos se utilizo el medio de
crecimiento con fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP) (Anexos

8.2, Nautiyal, 1999) agitando procurando la homogeneidad antes de verter en placas de Petri.
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En condiciones asépticas, con un sacabocados se hicieron pocillos en el agar NBRIP
de aproximadamente un volumen de 0.22 cm® con un radio de 0.3 cm. Se inocularon por
duplicado en cada placa alicuotas de 30 uL de los cultivos de aislados microbianos lavados.
La presencia de un halo transparente después de 10 dias de incubacién en obscuridad indican

que el aislado bacteriano solubiliza fosfato tricalcico (Nautiyal, 1999).

5.7. Prueba de tolerancia a elementos potencialmente toxicos

Los aislados microbianos fueron incubados a 35°C en agitacion oscilatoria de 120
rpm durante 48 h en 5 ml de caldo soja de caseina a pH 8.5 con NaCl 8% p/p. Las condiciones
de pH vy la adicién de NaCl, se hicieron para proporcionar condiciones similares a las del
sitio de donde fueron aislados los microorganismos.

Se inocularon 150 pL de los aislados lavados con absorbancia (600nm) ajustada a 1.0
en 5 ml de caldo R2A, Luria Bertani (LB) o caldo nutritivo segun el aislado microbiano, con
las concentraciones de metales a analizar.

Los niveles de tolerancia de la mayoria de los metales se evaluaron en caldo R2A a
excepcion del Zn con 280 y 550 mg Lt donde se utiliz6 caldo nutritivo diluido 1:10; Pb con
150 mg Lt en caldo LB diluido 1:5; Pb 300 mg L™ en caldo LB 1:2 y Al 300 mg L%, Pb 600
y 900 mg Lten caldo LB.

Para la prueba de Al a 300 mg L se partié de una solucién madre de Al2(SOs)s a una
concentracion de 10 g L™ de Al Esta solucion se esterilizd por filtracion a través de
membrana de acetato de etilo con tamafio de poro de 0.2 uM marca VWR.

Las pruebas se realizaron por triplicado afiadiendo 20, 50, 100, 150 y 300 mg L de
Al como (Al2(SO4)3); 2.5, 5, 10 y 20 mg L de Cd como (3CdSO48H,0); 25, 35, 50, 75,

100, 200, 400 y 600 mg L* de Cr como (K2Cr207); 25, 35, 50, 75 y 100 mg L* de Cu como
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(CuS0Qs4); 15, 30, 60 y 100 mg L™ de Pb como (Pb(NOs)2); 150, 300, 600 y 900 mg L de Pb
como Pb(C2H305)2; 20, 50, 100 150, 300, 600, 1000, 2000, 4000 y 5000 mg L de Sb como
(C4H406K (Sb0)1/2H20); 50, 70, 140, 280 y 550 mg L de Zn como (ZnSO4).

En todos los tratamientos se ajusto el pH con soluciones diluidas de HCI y NaOH.
Para las pruebas de Al 20-150 mg L* el pH inicial fue 5.5, para Al 300 mg L* el pH se ajustd
a 5.0 (el medio sin metal se esterilizd en autoclave a un pH=14 al afiadir la solucion madre
estéril el pH disminuyo a 5); Pb 15-100, 600 y 900 mg L con un pH inicial de 5.5; para Pb
150 mg L™t un valor de pH 7.5; Pb 300 y 600 mg L*a pH 6; Zn 280 y 550 mg L*apH 5.5y
5.2 respectivamente, todas las pruebas restantes del listado mencionado en el parrafo anterior
se evaluaron a pH 6. Todos los controles fueron preparados a partir de las caracteristicas (pH
y caldo) del medio con metal.

Los tratamientos fueron incubados a 35°C con agitacion oscilatoria de 125 rpm por
48 h. Posteriormente se evalud la tolerancia midiendo la absorbancia del control (cultivo
microbiano crecido sin metal) y los medios con metal a una longitud de onda (1) de 600 nm
en el espectrofotdmetro (SmartSpec Plus Spectrophotometer de BioRad) con lecturas de 3
mL para cada muestra. Si el microorganismo mostré tolerancia (crecimiento), en las primeras
concentraciones de metal probadas, entonces se aumentd la concentracion de metal en el
medio, hasta encontrar la minima concentracion inhibitoria (CMI) para cada aislado.

La cristaleria y el material de laboratorio utilizado en estas pruebas fueron lavados
con detergente neutro libre de fosfatos diluido al 10%, y se sumergieron en cubetas de HCI
al 2% por 48 h para su posterior enjuague con agua destilada. Los residuos generados se
depositaron en un contenedor para recolectar el precipitado al incrementar el pH afiadiendo
oxido de calcio, método comun para la precipitacion quimica de metales (Charerntanyarak,

1999).
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6. RESULTADOS

6.1. Activacion y seleccién de aislados bacterianos

Los aislados bacterianos estudiados de suelo rizosférico se mencionan en el cuadro 2.
Los aislados IX (6.b.4) y XII (2.2.b.3) no se localizaron en el banco de microorganismos; los
aislados XVII (8.1.b.1) y XXXII (8.b.1) se descartaron por no ser de la rizsfera; el aislado
XXXIV (2.2.b.1) no se logro activar y los aislados VI (5.1.h.2), X (5.b.3), XXII (1.3.b.5) y
XXV (p.9.1.bac 3) se descartaron por no crecer a pH acido, condicion necesaria para las
pruebas de tolerancia a metales. Se seleccionaron 8 aislados bacterianos de suelo no
rizosférico (A, E, H, N, M, S1, S3 y U1) (cuadro 3), por antecedentes de la especie a tolerar
alta concentraciones de metales pesados. Todos los aislados bacterianos provenientes de
suelo no rizosférico fueron activados de alginato de sodio.

Cuadro 2. Especificacion del método de preservacion del cual los aislados bacterianos del
suelo rizosférico fueron activados. (AS=Alginato de Sodio, G=Glicerol)

Grupo Aislado Método de preservacion del cual se activo

| p.3.1 bac 2 AS
I 1.3.b.6 AS

I 5.1b.1 G
v p.8.bac 2 G
Vv 2.2.b.4 AS
VI 9.1b.1 AS
VI 5.2.b.2 AS
Xl 6.2.b.4 AS
X1 6.b.3 G
XV 3.b.2 AS
XV 4.2.b.3 G
XVI 42b.1 G
XVIII p.3.1 bac 1 G
XX 6.1.b.1 G
XXI 5.1.b.5 G
XXIII 1.3.b.4 G
XXVI 7.b.2 AS
XXVIII 5.1.b.4 AS
XXIX p.8.1 bac 2 G
XXX 6.b.4 AS
XXXI 8.1.h.4 G
XXXIII 4.2.h.4 G
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Cuadro 3. Tolerancia a diferentes concentraciones de metales pesados de las especies

bacterianas seleccionadas de suelo no rizosférico. Reportadas previamente (Lépez, 2015).

. . Metal al que mostr6  Articulos cientificos que resaltan
Aislado Especie . : :
tolerancia tolerancia de la especie a metales
Martinez et al., 2010
2+ 2+ 2+ !
A . Cd2+’ Pb2+ y Cr6+ Hanjun et al., 2010
Bacillus sp. Cu*, Cd<"y Cr
P s Amalesh et al., 2012
U1 Cd*", Cr*" y Ni
Pantoea Zn?*, Cu?*y Cd?* Acioly et al., 2017
agglomerans CdyPb Pishchik et al., 2009
|\|_/|| Streptomyces Cré* Morales et al., 2007
N sp. Cd?**, Cu?*y Zn?* Zhou et al., 2016
s1 Bacillus Pb Wen et al., 2018
licheniformis Cr,Cu,PbyZn Brunetti et al., 2012
s3 Bacillus Ba, Cdy Ga Selenska et al., 1999
cereus Cd?**,Zn**, Pb** Huang Fei et al., 2018
6.2. Comparacion de la descripcion morfoldgica y tincion de Gram de los

aislados bacterianos seleccionados

De los aislados provenientes de suelo rizosférico, el 50% son Gram positivos.

Predominan los cocos (90% de los 22 aislados). EI 50% de los aislados de suelo no rizosférico

son bacilos y de ellos un total de 88% Gram Positivos.

Cuadro 4. Morfologia macro y microscopica y clasificacion segun la tincion de Gram de los

aislados estudiados. Se muestra en la primera fila el aislado bacteriano previamente

preservado y en la segunda el activado en este trabajo de tesis.

Foto aislado

Morfologia celular/

Grupo Aislado . Morfologia Tincion de Gram
bacteriano Grupo Gram
Forma: circular ” - 3 .
= i - g
Elevacion: plana %3 L «J_ Cocos
AR Gl T 4% & Gram Positivos
Color: blanco T £~ ‘4’4;
Textura: pastosa — —
| p.3.1 bac 2

Forma: circular P\
Elevacion: elevada ; \,\
Margen: entero /
Color: blanco

Textura: pastosa

Cocos

Gram Negativos
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1 1.3.b.6

11 51b.1

v p.8. bac 2

\Y 22.b4

Forma: circular

Elevacion: pulvinada

Cocos

Margen: entero Gram positivos

Color: blancas

Textura: gomosa

Forma: circular g~ “ -‘"

Elevacion: elevada Cocos

Margen: entero ﬁ Gram positivos
“

Color: semi amarillas
Textura: gomosa }

Forma: circular

Elevacion: plana Cocos

Margen: entero Gram negativos

Color: blanco

Textura: pastosa

Forma circular

Elevacion: elevada Cocos

Margen: entero Gram negativos
Color: blancas

Textura: gomosa

Forma: circular

Elevacion: plana Bacilos

Margen: entero Gram positivos

Color: blanco

Textura: dura

Forma: circular
Elevacion: plana Bacilos

Margen: entero Gram positivos

Color: blanco

Textura: pastosa

Forma: Irregular

Bacilos

Elevacion: Convexa

Margen: Ondulado Gram positivos

Color: Blanco

Textura: Gomosa

Forma: circular ‘% f
Elevacién: convexa \ ) Bacilos

Margen: entero 3 A Gram positivos
Color: blanco P 2, /
Textura: gomosa Y 4

g X foy (897
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Vil

Vi

Xl

X1

9.1.b.1

6.2.b.4

6.b.3

Forma: circular
Elevacion: plana
Margen: entero
Color: blanco
Textura: pastosa
Forma: circular
Elevacion: plana
Margen: entero
Color: blanco
Textura: pastosa

Forma: circular
Elevacion: elevada
Margen: entero
Color: blanco
Textura: pastosa

Forma: circular
Elevacion: elevada
Margen: entero
Color: blanco

Textura: gomosa

Forma: irregular
Elevacion: convexa
Margen: Entero
Color: semi amarillas

Textura: Gomosa

Forma: circular
Elevacion: convexa
Margen: entero
Color: blanco

Consistencia: gomosa

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Color: Blancas
Textura: Pastosa
Forma: circular
Elevacion: plana
Margen: entero
Color: blanco

Textura: pastosa

Cocos
Gram positivos

Cocos
Gram positivos

Cocos
Gram negativos

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram positivos

Cocos

Gram positivos

Cocos

Gram positivos

Cocos

Gram positivos
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X1V 3.b.2 )
Forma: circular '

b
-
Elevacion: elevada | f Cocos
-
Margen: entero x 4 Gram negativos
Color: blanco o .

Forma: Irregular : ot 4

., o
Elevacion: elevada : Cocos
Margen: Entero e g Gram negativos
Color: Amarillo 5 T A \
Textura: Pastosa LANSRR | 3

Textura: pastosa

Forma: circular

Elevacion: convexa Cocos

Margen: entero Gram negativos

Color: semi amarillas

Textura: semi dura

XV 4.2.b.3
Forma: circular o R~ T AP
y Sy
Elevacion: convexa IR ’&if £ Cocos
R e 4 3y () .
Margen: entero e : ¥ \ - Gram negativos
’ e *wx / g
Color: blanco |

3 "l
™ - .‘cﬂ
. Py YAy W
Textura: semi dura s € .-J ¥, Rt T

Forma: irregular

Elevacion: plana Bacilos

Margen: entero Gram positivos

Color: blanco

Textura: gomosa

XVI 42.b.1 )
Forma: irregular
Elevacion: plana ; \ Cocos
Margen: entero Gram positivos
~
Color: blancas hY
Textura: gomosa
Sin imagen Sin informacion Sin imagen Sin informacion
XVIII p.3.1bacl
Forma: irregular . w2~
Elevacion: plana a " Cocos
Margen: entero 3 = , - Gram negativos
Color: blanca o

Textura: dura

41



XX

XXI

XX

XXVI

6.1.b.1

5.1.b.5

13.b4

7.b.2

Forma: circular
Elevacion: plana

Margen: entero

Color: blanco
Textura: pastosa

Forma: circular

Elevacion: elevada
Margen: entero

Color: blanca

Textura: pastosa

Forma: irregular

Elevacion: plana

Margen: entero

Color: amarillo

Textura: dura
Forma: circular
Elevacion: convexa
Margen: entero
Color: blanco

Textura: gomosa

Forma: circular
Elevacion: pulvinada

Margen: entero

Color: naranja opaco

Textura: gomosa

Forma: circular

Elevacion: pulvinada
Margen: entero

Color: naranja a
: S TR
brillante i; o °o'%9§ :8
£ D e °°

Textura: gomosa

Forma: circular
Elevacion: convexa
Margen: entero
Color: blanco
Textura: gomosa

Forma: circular
Elevacion: plana
Margen: entero

Color: blanco

Textura: pastosa

Vibrio
Gram negativo

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram negativos

Cocos
Gram negativo

Cocos

Gram negativos

Cocos
Gram positivos

Cocos

Gram positivos
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XXVIII

XXIX

XXX

XXXI

51b4

p.8.1bac2

6.b.4

8.1.b.4

Forma: circular
Elevacién: convexa ;
Margen: entero

Color: blancas
Textura: gomosa

Elevacion: plana

Color: blancas -~
Textura: pastosa

Forma: circular

Elevacion: plana
Margen: entero

Color: blancas

Textura: pastosa

Forma: circular

Elevacion: plana
Margen: entero

Color: blancas

Textura: gomosa

Forma: circular
Elevacion: elevada
Margen: entero
Color: Amarillo

. 3 |
Textura: semi dura A e T SRS

Forma: circular

Elevacion: elevada .
Margen: entero &
Color: amarillo

Textura: semi dura

Forma: circular
Elevacion: plana .
Margen: entero P
Color: semi amarillas

Textura: semi dura

Forma: circular J 4
Elevacién: convexa

Margen: entero
Color: semi amarillas L
»

Textura: pastosa ~ .

Forma: circular PR S That AR VW)
-

-
Margen: entero o lf"
: . ',“ ) o

Cocos
Gram positivos

Bacilos

Gram positivos

Cocos
Gram positivos

Cocos

Gram positivos

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram positivos

Cocos

Gram positivos
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XXX 42.b.4

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: ondulado

Color: semi amarillo

Textura: dura
Forma: circular v
Elevacion: plana I %
Margen: ondulado =
Color: semi amarillo L ;

Textura: goomosa

Cocos

Gram negativos

Cocos

Gram negativos

A Bacillus sp. "y

Forma: rizoide
Elevacion: elevada
Margen: entero

Color: blanco

Textura: viscosa
Forma: rizoide i

Elevacion: plana - ’
Margen: entero
Color: blanco

Textura: viscosa

Bacilos

Gram positivos

Bacilos

Gram negativos

Pantoea

Agglomerans

Forma: irregular
Elevacion: plana
Margen: ondulado
Color: blanco

Textura: humeda

Forma: circular h RS iz i 1,
.

- . ». :
Elevacién: monticular e - :
Margen: entero S e

° A
Color: amarillo o ! o
PER i
L <

Textura: pastosa

Bacilos

Gram positivos

Bacilos

Gram negativo

Streptomyces
sp.

Forma: circular
Elevacion: monticular
Margen: entero
Color: amarillo
Textura: seca
Forma: circular
Elevacién: monticular
Margen: entero 4 <
Color: blanco : -
Textura: seca/dura
*Con el tiempo se

torna amarillo mostaza

Actinomicetos

Gram positivo

Actinomicetos

Gram positivo
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Streptomyces
sp.

Forma: circular
Elevacion: monticular Actinomicetos
Margen: entero Gram positivo

Color: blanco

Textura: seca
Forma: irregular -

Elevacion: plana L
P Falid ’}N Bacilos
Margen: entero e b .
vis Gram positivos
Color: blanco - “

Textura: viscosa

Streptomyces
sp.

Forma: circular
Elevacién: convexa Actinomicetos
Margen: entero Gram positivo

Color: amarillo

Textura: seca
Forma: circular
Elevacién: convexa

Margen: entero 2 I . .
% Actinomicetos
- ¥y 4
7

Color: blanca .
Gram positivo

\ 7

Textura: seca/dura
*con el tiempo se torna \

amarilla mostaza

Bacillus
S1 Licheni-

formis

Forma: rizoide
Elevacion: plana Bacilos
Margen: filamentoso Gram positivos
Color: beige
Textura: seca
Forma: rizoide

Elevacion: plana )
Bacilos

Margen: entero : .
. Gram positivos
Color: blanco

Textura: viscosa

S3 Bacillus Cerus

Forma: filamentosa

Elevacion: plana .
Bacilos
Margen: ondulado "
Gram positivos
Color: blanco

Textura: himeda

Forma: filamentosa o o
Elevacion: plana ) 4 ‘f i

S Cocos
Margen: ondulado % ,\ .
Col bei g Gram positivos

olor: beige ?“
g JJ

Textura: pastosa S ¢
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U1

Bacillus sp.

6.3.

Forma: irregular

Elevacion: elevada Estreptobacilos

Margen: ondulado

Gram positivos
Color: beige

Textura: humeda
Forma: irregular
Elevacion: plana \ ’ “\ )

Estreptobacilos
Margen: entero .
Gram positivos
Color: blanco N =
Textura: \ e

humeda/viscosa

Composicion y equivalencias de la curva de McFarland

La curva de McFarland se prepard como se indica en el cuadro 5 y se realizd un ajuste

por minimos cuadros como se muestra en la Figura 2. En todas las pruebas se utilizo el

espectrofotometro para ajustar la absorbancia como se indica en el apartado 5.3.

Cuadro 5. Composicion y equivalencia de los estandares de la serie de McFarland.

Tubo

© 00 N o o B~ W DN P

[ERN
o

Solucién acuosa de
H2SOs al 1%

9.9
9.8
9.7
9.6
9.5
9.4
9.3
9.2
9.1
9.0

Solucién acuosa de

Densidad bacteriana

Absorbancia a 600 nm

BaCl al 1% (x10%) (UFCmL™)
0.1 3 0.210
0.2 6 0.451
03 9 0.642
0.4 12 0.799
05 15 1.048
0.6 18 1.202
0.7 21 1.289
0.8 24 1.433
0.9 27 1.627
1.0 30 1.803
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Curva de Mc Farland

2
1.8
1.6
1.4 y =6E-10x + 0.1121
1.2 R?=0.9918
1
0.8
0.6
0.4
0.2

0
0.00E+00 1.00E+09 2.00E+09 3.00E+09 4.00E+09

UFCmI?

Absorbancia

Figura 2. Curva de calibracion y ajuste por el método de minimos cuadros de la escala
de McFarland.

Para cada prueba se inocularon suspensiones ajustadas a una absorbancia de 1.0. Segun
los estandares de McFarland, la densidad final aproximada inoculada es de 14x10® UFC
(mL)™. A partir de la ecuacion de la recta que se obtuvo con los valores de McFarland a 600
nm, en las condiciones del equipo (espectrofotometro) y entorno donde se realizaron las
pruebas se tiene:

y =6x10"° x+ 0.1121... [1]
Donde:
y= absorbancia
x=UFC mL*
6.4. Prueba de tolerancia a radiacion UV
A continuacion se muestran los resultados cualitativos de tolerancia a diferentes
periodos de exposicién a radiacién UV, después de su incubacion a 35°C en obscuridad por

48 h.
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El 100% de los aislados de suelo rizosférico, es decir 22 de ellos, toleraron exposicion
de 0.5 h, 19 aislados 2 h, 17 aislados 6 h, 15 aislados 12 h y 11 aislados 24 h. S6lo 2 de los 8
aislados provenientes de suelo no rizosférico (sin vegetacion) mostraron crecimiento después
de 24 h de exposicion, 4 aislados a 12 h, 6 aislados toleraron 6 h y 7 aislados 2 y 0.5 h. De
los 30 aislados el 43% tolerd exposicion a radiacion UV de 24 h.

Cuadro 6. Tolerancia de los 30 aislados bacterianos expuestos a radiacion UV por diferentes

periodos de tiempo. (+ = tolerd/mostro6 crecimiento, - = no tolerd/sin crecimiento)

Bacterias de suelo Tiempo de exposicion a luz UV (h)

rizosférico

Grupo Aislado 0.5 2 6 12 24
I P.3.1bac 2 + + + +
I 1.3.b.6 + + + -
Il 5.1.b.1 + + + +
v p.8 bac 2 + + + - -
\Y/ 2.2.b.4 + + + + +
Vi 9.1b.1 + + + + +
VI 5.2.b.2 + + + + +
Xl 6.2.b.4 + + + + +
X1 6.b.3 + + + + +
X1V 3.b.2 + + + + +
XV 42b.3 + + + + +
XVI 42b1 + - - - -
XVII p.3.1.bac 1 + + + + -

XX 6.1.b.1 + + + +

XXI 5.1.b.5 + + + +
XX 1.3.b4 + + + + -
XXVI 7.b.2 + + - - -
XXVIII 5.1.b.4 + + - - -
XXIX p.8.1 bac 2 + + + + +
XXX 6.b.4 + + + + -
XXXI 8.1.b.4 + + + + +
XXXIII 42b.4 + + + - -
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Bacterias de suelo no Tiempo de exposicion a luz UV (h)

rizosférico
Especie Aislado 0.5 2 6 12 24
Bacillus sp. A + + + + -
Pantonea E + N N N N
agglomerans
Streptomyces H i ) ) ) )
sp.
Streptomyces N + N N N N
sp
Streptomyces M N N N N )
Sp
Bacillus
lincheniformis Sl * * + ) B
Bacillus cereus S3 + + + - -
Bacillus sp. U1l + + - - -

6.5. Prueba de fijacion de N2

Utilizando el medio semisolido malato-sacarosa con azul de bromotimol como
indicador colorimétrico para la prueba de fijacion de N2, se compar0 el cambio de color a
partir del control después de 5 dias de incubacion anaerdbica en obscuridad.

De los 30 aislados, 17 mostraron un cambio de tono, indicando actividad de
nitrogenasa anaerdbica (Croes et al., 2014) de ellos, 7 aislados, 4 de suelo rizosférico (5.2.b.2,
5.1b.4, 6.b.4y 4.2b.4) y 3 de suelo no rizosférico (E, S3 y U1) se tornaron amarillos,

demostrando una mayor fijacion de N2 en comparacion con el resto.
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Cuadro 7. Comparacion sobre el control después de la incubacion en obscuridad por cinco

dias para la de fijacion N2.
(+=hubo cambio de color; ++=se torné amarilla; - = no hubo cambio).
Tratamiento (50 pL de indculo)
Grupo  Aislado CO”‘TO' Repeticibn 1 Repeticion 2 Resultado
negativo
+
| P.3.1 bac 2
“ B m . |
] 5.1.Db.1 . ‘ +
v p.8 bac 2 m +
V 2.2.b.4 . +
VIl 9.1hb.1 \ “ -
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\h 5.2.b.2 t
Xl 6.2.b.4 -
Xl 6.b.3 +
XV 3.b.2 -
XV 4.2.b.3 +
XVI 42Db.1 +
XVIII p.3.1bacl +
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XX 6.1.b.1 -
XXI 5.1.b.5 -
XX 13.b4 -
XXVI 7.b.2 -
XXVIIl  5.1.b.4 ++
XXIX  p.8.1bac2 -
XXX 6.0.4 oy
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8.1.b.4

XXXI

42.b.4

XXX
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S1

++

++

6.6. Prueba de solubilizacién de fosfato tricalcico

Aquellos cultivos microbianos que después de 10 dias de incubacion en obscuridad
generaron un halo transparente alrededor del pozo donde se inocularon se consideran
positivos a la prueba de solubilizacion de fosfatos. Un resultado negativo es aquel que
después de 10 dias no mostré crecimiento bacteriano ni halo (Figura 3). De los 22 aislados
de suelo rizosférico, 13 solubilizaron fosfatos y 5 de las 8 aislados de suelo no rizosférico
también generaron un halo de solubilizacion siendo el aislado N el que present6 el mayor

didmetro de halo (1.2 mm) (cuadro 8).

¢ I3

[ 4

Figura 3. Medio NBRIP utilizado como control.

54



Cuadro 8. Prueba de solubilizacion de fosfato tricalcico de aislados bacterianos después de

su incubacion en obscuridad por diez dias.

(+ = solubiliza fosfatos, - = no solubiliza/no se presentd el halo)

Didmetro del
Aislado Incubacion por 10 Dias halo
Grupo bacteriano Resultado transparente
(mm)
I P.3.1 bac 2 - -
1 1.3.b.6 + 0.9
i 5.1.b.1 + 1.3
v p.8 bac 2 + 1.0
\% 2.2.b.4 + 0.2
VII 9.1b.1 + 0.2
VIII 5.2.b.2 - -
Xl 6.2.b.4 + 0.2
X1 6.b.3 - -
XV 3.b.2 + 0.2
XV 4.2.b.3 - -
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XVI 42.b.1 1.0
XVIII p.3.1.bac 1
XX 6.1.b.1
XXI 5.1.b.5
XX 1.3.b.4 1
XXVI 7.b.2 0.1
XXVII 5.1b.4 11
XXIX p.8.1 bac 2
XXX 6.b.4 0.6
XXXI 8.1.b.4
XXX 42.b.4 1.1
A -
E 1.1
H 1.0
M 0.7
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e

N !.9,9 @ + 1.2

s1 - -

S3 = =

Ul - -

6.7. Prueba de tolerancia a elementos potencialmente toxicos

Se midié la absorbancia del control (medio sin metal) y el triplicado de medio con
metal, el pH aproximado del control y medio con metal luego de 48 h de incubacion se indico
con tiras indicadoras de pH. Los 8 aislados bacterianos de suelo no rizosférico (A, E, H, N,
M, S1, S3 y Ul) se probaron a partir de las primeras concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) con motivo de hacer una comparacion entre ellos y los aislados de suelo rizosférico.

Con base a la ecuacion [1], se calculd el valor de UFC mL™* que creci6 en el medio
con metal despueés de ser incubado en las condiciones antes mencionadas, asi al superar la
concentracion inicial inoculada (aproximadamente de 4.2x107 UFC mL™) se considerd que
el aislado bacteriano tolerd la presencia de metal a esa concentracion y se aumentd hasta
encontrar su CMI.

De los 22 aislados de suelo rizosférico el 95% y 50% toleraron concentraciones de
Zn a 50 y 70 mg L respectivamente. De los aislados de suelo no rizosférico solo el 12%
toleré Zn a 140 mg Lty el 23% de suelo rizosférico crecié a partir de esta concentracion.
Solo E, un asilado bacteriano de suelo no rizosférico, crecié a una concentracion de Zn a 280
mg L* siendo Zn a 550 mg L la CMI mas alta.

El 68% de los aislados de suelo rizosférico toleré Cu a 25 mg L. A una concentracion
de 35 mg L de Cu solo el 38% de los aislados de suelo no rizosférico y 32% de suelo

rizosférico mostraron tolerancia. Al afiadir 50 mg L™* de Cu solo 9% es decir 2 asilados
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toleraron esa concentracion siendo también su CMI. El aislado E de suelo no rizosférico
toleré Cu a 50 mg Ly de todos los aislados fue el Ginico que crecié a 75 mgL* de Cu siendo
100 mg L la CMI més alta.

El Cd fue el elemento que presento toxicidad a concentraciones mas bajas. Para los
aislados de suelo rizosférico se probé a partir de 40 mg L disminuyendo a 20, 15, 10, 5 mg
L donde ninguno manifesto tolerancia. A 2.5 mg L™ de Cd solamente el 14% de los 22
aislados de suelo rizosférico mostraron tolerancia. En contraste con los asilados de suelo no
rizosférico donde el 88% crecié a 2.5 mg L™ de Cd, 50% a 5 mg L™, y el aislado E tolerd
hasta 10 mg L siendo 20 mg Lt su CMI.

El 100% de los asilados de suelo rizosférico tolero la presencia de Cr a 25 mgL™. A
35 mg L el porcentaje de tolerancia disminuyd a 86% Yy solo el 59% creci6 a partir de 50
mg L de Cr. Con una concentracion de 75 mg L de Cr en el medio, el 36% de los aislados
de suelo rizosférico y 50% de suelo no rizosférico lograron crecer. El 14 y 25% de los aislados
de suelo rizosférico y no rizosférico respectivamente toleraron 100 mg L de Cr. Solo el 9%
de los aislados de suelo rizosférico toler6 200 mg L siendo ésta su CMIy un aislado de suelo
no rizosférico (E) toler6 esa concentracion de Cr. El aislado E fue el Unico de todos los
aislados que crecié con la adicion de 400 mg L de Cr, siendo 600 mg L la CMI mas alta.

Las concentraciones de Sb fueron las mas altas estudiadas en esta investigacion. La
prueba inicid con la adicion de 20 mg L de Sb, donde el 55% de los aislados de suelo
rizosférico mostrd tolerancia. A partir de 50 mg L de Sb solamente el 32% de los aislados
de suelo rizosférico crecid, donde, a la misma concentracion el 88% de los aislados de suelo
no rizosférico mostro tolerancia. EI 19 y 50% de los aislados de suelo rizosférico y no
rizosférico respectivamente toleraron la presencia de Sb a 100 mg L. EI 14% de los aislados

de suelo rizosférico toler 150 y 200 mg Lt de Sb. Mientras que el porcentaje de tolerancia
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a 150y 200 mg L de Sb en aislados de suelo no rizosférico disminuy6 de un 38% a un 25%
respectivamente para cada concentracion. A 300, 600, 1000, 2000 y 4000 mg L* de Sb solo
el aislado 6.b.3 de suelo rizosférico crecié siendo 5000 mg L™ la CMI mas alta. Y la CMI
del aislado E de suelo no rizosférico fue de 600 mg L.

El 73% de los aislados de suelo rizosférico tolero la presencia de 15 mg L™ de Pb. La
adicion de 30 mg L de Pb disminuy6 el porcentaje de tolerancia de los aislados de suelo
rizosférico a 50%, donde el 88% de los aislados de suelo no rizosférico crecid. A una
concentracion de 60 mg L™ el 36 y 88% de los aislados de suelo rizosférico y no rizosférico
respectivamente mostraron tolerancia. El 32% de los aislados de suelo rizosférico tolerd 100
y 150 mg L de Pb, mientras que aquellos de suelo no rizosférico la tolerancia para estas
concentraciones disminuyé de 63 a 38%. A una concentracion de 300 y 600 mg L™ de Pb el
9% de los aislados de suelo rizosférico crecid. En el caso de los aislados de suelo no
rizosférico, a 300 mg L el porcentaje de aislados que mostro tolerancia se mantuvo en 38%.
Al aumentar la concentracion de Pb a 600 mg L™ sélo creci6 el aislado M. A una
concentracion de 900 mg L™ en el medio, se encontrd la CMI para el aislado M de suelo no
rizosférico y los aislados p.3.1bacl y 4.2.b.4 de suelo rizosférico aumentan el pH lo suficiente
(aproximadamente a 9) para crecer sin presencia del metal al precipitarlo completamente
después de las 48 h de incubacion.

En presencia de Al el 100% de los aislados bacterianos de suelo rizosférico crecié en
contacto de 20 mg L de este metal. EI 95% de los aislados de suelo rizosférico y el 88% de
suelo no rizosférico toleraron 50 mg L de Al. El 36% de los aislados de suelo rizosférico
toler6 100 y 150 mg Lt de Al, en el caso de los aislados de suelo no rizosférico para estas

concentraciones el porcentaje de tolerancia fue de 38%. Mismos aislados de suelo no
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rizosférico toleraron 300 mg L de Al, la tolerancia para los aislados de suelo rizosférico a
esta concentracion fue de 32%.

Cuadro 9. Tolerancia a Al en caldo R2A con 20 mg L*de Al como Alz(SO3)s pHinicial =5.5

Al 20 mg L1
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal

I P.3.1 bac 2 =7 =6 0.427 0.292 2.99E+08 +
1 1.3.h.6 =7 ~7 0.6 0.729 1.03E+09 +
111 5.1.b.1 =7 =6 0.612 0.627 8.59E+08 +
v p.8 bac 2 =15 =6 1.117 1.057 1.57E+09 +
\Y% 2.2.b.4 ~6.5 ~6.5 0.644 0.419 5.12E+08 +
Vil 9.1.b.1 =175 =175 1.314 1.111 1.66E+09 +
Vil 5.2.b.2 = =15 1.305 1.333 2.03E+09 +
Xl 6.2.0.4 = = 0.79 0.719 1.01E+09 +
XI1 6.b.3 = = 1.432 1.081 1.61E+09 +
XV 3.b.2 = % 6.5 0.687 0.275 2.72E+08 +
XV 4.2.b.3 = = 0.777 0.948 1.39E+09 +
XVI 42.b.1 ~6.5 = 0.816 0.821 1.18E+09 +
XVIII | p3.lbacl =7 =15 0.713 1.391 2.13E+09 +
XX 6.1.b.1 ~75 ~6.5 1.507 0.464 5.86E+08 +
XXI 5.1.b.5 ~6.5 ~6.5 0.604 0.451 5.65E+08 +
XXII1 1.3.b.4 =15 % 6.5 0.638 0.473 6.02E+08 +
XXVI 7.b.2 =7 =175 0.866 0.786 1.12E+09 +
XXV 5.1.b.4 =7 ~6.5 0.916 0.684 9.53E+08 +
XXIX | p.8.1bac?2 =7 ~6.5 0.912 0.693 9.68E+08 +
XXX 6.b.4 ~6.5 =6 0.772 0.419 5.11E+08 +
XXXI 8.1.b.4 ~6.5 =6 0.498 0.576 7.74E+08 +
XXXII1 4204 =7 ~6.5 1.157 0.564 7.53E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 10. Tolerancia a Al en caldo R2A con 50 mgLde Al como Al2(SO3)3 pHinicial =5.5

Al50 mg L?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadas  UFC mL?  Resultadoc
metal

I P.3.1 bac 2 ~7 =7 0.628 1.010 1.50E+09 +

1 1.3.h.6 ~8 ~7 0.804 1.047 1.56E+09 +
i 5.1.b.1 =175 ~7 1.132 0.917 1.34E+09 +
v p.8 bac 2 ~15 =6 1.054 0.732 1.03E+09 +
\Y% 2.2.b.4 ~6.5 =6 0.796 0.512 6.67E+08 +
Vil 9.1.b.1 ~7 ~7 1.608 1.067 1.59E+09 +
Vil 5.2.b.2 ~15 =175 1.252 1.209 1.83E+09 +
Xl 6.2.0.4 ~7 ~7 1.22 1.222 1.85E+09 +
X1 6.b.3 ~6.5 ~6.5 0.775 0.386 4.56E+08 +
b\ 3.b.2 ~7 =7 1.052 1.389 2.13E+09 +
XV 42.0.3 ~6.5 ~6.5 0.715 0.712 1.00E+09 +
XVI 42.0.1 =15 =6 1.279 0.512 6.67E+09 +
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XV
XX
XXI
XX
XXVI
XXVII
XXIX
XXX
XXXI
XXX

p.3.1.bac 1
6.1.b.1
5.1.b.5
1.3.b4

7.b.2
5.1.b.4

p.8.1 bac 2

6.b.4
8.1.b.4
4.2b.4

=75

1.075
1.066
0.84
1.242
0.492
0.897
1.3
0.624
0.917
0.871
0.750
0.834
1.052
0.884
1.011
1.305
0.874
0.523

1.116
0.835
0.763
0.170
0.375
0.563
0.382
1.063
0.682
0.614
0.114
0.453
1.098
0.687
1.026
1.110
0.536
0.582

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

1.67E+09
1.20E+09
1.09E+09
9.71E+07
4.38E+08
7.52E+08
4.49E+08
1.59E+09
9.50E+08
8.37E+08
2.61E+06
5.69E+08
1.64E+09
9.58E+08
1.52E+09
1.66E+09
7.07E+08
7.83E+08

+ + +

+ + + +

+ + + + + o+

Cuadro 11. Tolerancia a Al en caldo R2A con 100 mgL*de Al como Alx(SO3)3 pHinicial =5.5

Grupo

I
1
11
v
\%
VIl
VI
Xl
Xl
X1V
XV
XVI
XV
XX
XXI
XXVI
XXVII
XXIX
XXX
XXXI
XXX

Aislado

P.3.1 bac 2
1.3.b.6
5.1h.1

p.8 bac 2
2.2b4
9.1b.1
5.2.b.2
6.2.b.4

6.b.3

3.b.2
4.2b.3
4.2b.1

p.3.1.bac1

6.1.b.1
5.1.b5

7.b.2
5.1b.4

p.8.1 bac 2

6.b.4
8.1h.4
4.2.b.4

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

=7
=7
=6.5

AT
n

u

o
N
PR IER RN

u

o
=)
RN ER

=7

=6.5
=6

~75

~6.5

Cultivo
con
metal

Al 100 mg L
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Controla = Promediadag
0.724 0.174
1.075 0.127
0.766 0.439
1.024 0.353
0.658 0.325
1.009 0.573
1.62 1.069
1.313 0.154
0.482 0.108
1.996 0.510
1.38 0.155
0.875 0.194
1.111 1.237
0.816 0.146
1.464 0.099
0.794 0.473
1.053 0.174
0.85 0.154
0.656 0.140
1.007 0.116
0.499 0.222
0.756 0.379
0.513 0.308
1.064 0.372
0.839 0.183
0.553 0.122
1.355 0.123
0.862 0.155

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL!

1.04E+08
2.54E+07
5.44E+08
4.01E+08
3.54E+08
7.69E+08
1.59E+09
6.98E+07
-6.28E+08
6.63E+08
7.09E+07
1.37E+08
1.88E+09
5.71E+07
-2.24E+07
6.01E+08
1.04E+08
7.04E+07
4, 71E+07
7.06E+06
1.83E+08
4.,44E+08
3.27E+08
4.33E+08
1.18E+08
1.59E+07
1.76E+07
7.09E+07

Resultadoc



Cuadro 12. Tolerancia a Al en caldo R2A con 150 mgL™*de Al como Aly(SOs)s pHinicial =5.5

Al 150 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL!  Resultadoc
metal

11l 5.1.b.1 ~6.5 6.5 0.412 0.583 7.84E+08 +
v p.8 bac 2 ~8 ~6.5 1.484 0.622 8.49E+08 +
\Y 2.2.b.4 =175 6.5 1.379 0.405 4,88E+08 +
VI 9.1.b.1 =175 = 1.315 0.479 6.11E+08 +
VIl 5.2.b.2 ~8 =~ 1.413 0.492 6.33E+08 +
X1V 3.b.2 ~8 = 1.365 0.641 8.81E+08 +
XVIIl | p.3.lbacl ~8 = 1.175 0.312 3.33E+08 +
XXVI 7.b.2 =175 = 1.331 0.298 3.09E+08 +
XXXII 4.2b.4 ~6 = 0.417 0.104 -1.29E+07 -
E 6.5 = 0.815 0.302 3.17E+08 +
H ~7 = 0.891 0.235 2.00E+08 +
M 6.5 = 0.985 0.302 3.17E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 13. Tolerancia a Al en caldo LB 1:10 con 300 mgL*de Al como Alx(SOs)s pHinicial =5.5

Al 300 mg L*
Valor de absorbancia

pH después de 48 h

de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controla = Promediadag  UFC mL?  Resultadoc
metal

i 5.1.b.1 =5 =5 0.423 0.382 4.50E+08 +
v p.8 bac2 ~5 =5 0.786 0.310 3.30E+08 +
\% 2.2.b.4 =5 =5 0.619 0.117 5.67E+07 +
Vil 9.1.b.1 =5 =5 0.569 0223 1.84E+08 +
VI 5.2.b.2 =5 =5 0.864 0.344 3.32E+08 +
X1V 3.b.2 =5 =5 1.107 0.495 5.16E+08 +
XVIII p.3.1bacl =5 =5 0.628 0.271 2.45E+08 +
7.b.2 ~5 =5 0.568 0.289 2.95E+08 +
E =6 =5 1.901 0.696 7.60E+08 -
H =5 =5 0.875 0.319 3.45E+08 +
M ~5 ~5 0.375 0.235 2.01E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 14. Tolerancia a Cd en caldo R2A con 2.5 mgLde Cd como (CdSO4) pHinicia =6

Cd25mglL?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controly = Promediadas  UFC mL?  Resultadoc
metal
I P.3.1 bac 2 ~7 ~6 1.317 0.197 1.42E+08 -
1 1.3.b.6 ~8 ~6 0.804 0.076 -6.07E+07 -
i 5.1.b.1 ~7 ~6 1.424 0.316 3.40E+08 -



v
\%
VIl
VI
Xl
X
X1V
XV
XVI
XVIII
XX
XXI
XX
XXVI
XXVII
XXIX
XXX
XXXI
XXX

p.8 bac 2
2.2b4
9.1.b.1
5.2.b.2
6.2.b.4

6.b.3
3.b.2
4.2b.3
4.2h.1
p.3.1.bac 1
6.1.b.1
5.1.b.5
1.3.b4
7.b.2
5.1.b.4
p.8.1 bac 2
6.b.4
8.1.b.4
4.2.b.4

<75
=75
~7
~8
~7
~7
~7
~8
~8
=75
~8
~8
=75
~8
&
=75
~7
<75
~7.5
~7
~7
~7
~6.5
~7
~7
~6.5
~6.5

~6

~6.5
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6

1.048
0.78
0.899
1.305
1.22
1.534
0.687
0.777
0.969
1.417
1.139
0.84
0.638
1.699
1.09
1.037
1.384
0.875
1.042
1.333
0.834
1.052
0.884
1.011
1.305
0.874
0.763

0.267
0.522
0.351
0.106
0.134
0.148
0.162
0.111
0.890
0.286
0.243
0.105
0.109
0.392
0.225
0.189
0.186
0.216
0.105
0.348
0.200
0.285
0.513
0.295
0.098
0.310
0.396

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 15. Tolerancia a Cd en caldo R2A con 5 mgL™*de Cd como (CdSO4) pHiniciai =6

Grupo

\%
VIl
XVI

Aislado

2.2b.4
9.1b.1
42b.1

ZzZTm>

S3
Ul

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

=7
=7
=7
=7
=7
~6
=7
~6.5
=7
=7

Cultivo
con
metal
=6
~6
~6
=6
~6
~6
=6
~6
~6

Cd5mgL?
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Controla = Promediadag
0.812 0.100
0.908 0.113
0.884 0.108
1.003 0.097
1.028 0.530
0.513 0.124
1.126 0.327
0.839 0.108
1.005 0.354
0.981 0.289

~6

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 16. Tolerancia a Cd en caldo R2A con 10 mgL*de Cd como
Cd10mg L?
pH después de 48 h

Grupo

Aislado

E

de incubacién

Controla

Cultivo
con
metal
~7

Valor de absorbancia
(A =600 nm)

Controla

1.115

Promediadas

0.305

2.59E+08 -
6.83E+08 +
3.98E+08 +
-9.61E+06 -
3.65E+07 -
5.93E+07 -
8.26E+07 -
-1.28E+06 -
1.30E+09 +
2.90E+08 -
2.18E+08 -
-1.18E+07 -
-4.61E+06 -
4.67E+06 -
1.88E+08 -
1.28E+08 -
1.23E+08 -
1.73E+07 -
-1.18E+07 -
3.93E+08 +
1.47E+08 +
2.88E+08 +
6.69E+08 +
3.05E+08 +
-2.41E+07 -
3.30E+08 +
4.73E+08 +

UFC mL? Resultadoc

-2.07E+07 -
9.44E+05 -
-6.28E+06
-2.52E+07
6.97E+08
2.04E+07
3.58E+08
-6.28E+06 -
4.03E+08
2.95E+08 +

+ 0+ 0

+

(CdSOa4) pHiniciai =6

UFC mL?! Resultadoc

3.22E+08 +
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M =7 =6 0.927 0.105 -4.61E+06 -
S3 =8 ~6 1.077 0.100 -2.02E+07 -
U1 ~6 ~6 0.648 0.102 -1.63E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.

B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.

C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 17. Tolerancia a Cd en caldo R2A con 20 mg L™de Cd como (CdSO4) pHinicial =6

Cd20mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadas = UFC mL?  Resultadoc
metal
E ~6 ~6 0.720 0.095 -2.91E+07 -

Cuadro 18. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 25 mg L™ de Cr como (K,Cr207) pHiniciai =6

Cr25mgL?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controla ~ Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal

| P.3.1 bac 2 ~7 = 1.267 0.472 5.99E+08 +
1 1.3.h.6 = ~6.5 0.6 0.624 8.54E+08 +
11l 5.1.b.1 ~ = 1.732 0.950 1.40E+09 +
v p.8 bac 2 =6.5 = 0.735 0.587 7.91E+08 +
\Y 2.2.b.4 =175 ~ 0.708 0.957 1.41E+09 +
VII 9.1b.1 =175 = 0.729 0.628 8.59E+08 +
Vil 5.2.b.2 ~ = 1.137 0.343 3.84E+08 +
Xl 6.2.0.4 = ~6.5 0.79 0.585 7.88E+08 +
il 6.b.3 ~ ~6.5 1.534 1.311 2.00E+09 +
X1V 3.b.2 = = 6.5 0.687 0.395 4.72E+08 +
XV 42.0.3 =175 =75 0.896 1.368 2.09E+09 +
XVI 42.b.1 ~7 =7 1.009 0.733 1.04E+09 +
XVIII | p3.lbacl ~175 ~8 1.294 1.079 1.61E+09 +
XX 6.1.b.1 ~8 =75 0.996 1.066 1.59E+09 +
XXI 5.1.b.5 ~7 =6 1.31 0.235 2.05E+08 +
XXI11 1.3.b.4 ~8.5 =7 1.459 1.314 2.00E+09 +
XXVI 7.b.2 ~8 ~8 1.516 0.907 1.32E+09 +
XXVII 5.1.b.4 ~ =7 1.481 1.007 1.49E+09 +
XXIX p.8.1 bac 2 =7 ~6.5 0.798 0.463 5.85E+08 +
XXX 6.b.4 ~8 =75 1.935 1.575 2.44E+09 +
XXXI 8.1.b.4 ~6.5 ~6.5 0.866 0.784 1.12E+09 +
XXX 4.2Db.4 ~7 =175 1.042 1.358 2.08E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.



Cuadro 19. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 35 mg L™de Cr como (K2Cr,07) pHiniciai =6

Grupo

|
1
11
v
\%
VIl
VI
Xl
Xl
X1V
XV
XVI
XVIII
XX
XXI
XX
XXVI
XXVII
XXIX
XXX
XXXI
XXX

Aislado

P.3.1 bac 2
1.3.b.6
5.1b.1

p.8 bac 2
2.2b4
9.1b.1
5.2.b.2
6.2.b.4

6.b.3

3.b.2
4.2.b.3
4.2b.1

p.3.1.bac 1
6.1.b.1
5.1b5
1.3.b4

7.b.2
5.1b.4

p.8.1 bac 2

6.b.4
8.1.b.4
4.2.b.4

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

=6.5
=7
=7
=8
=6
=7

=6.5
=7
=7

Cr35mgL?

Valor de absorbancia

(A =600 nm)
Cultivo
con Controla = Promediadag
metal
~6 0.875 0.122
~6 0.804 0.258
~6.5 1.023 0.645
~6 1.754 0.754
~6 0.812 0.818
~7 1.023 1.467
~6.5 0.867 0.451
~6 1.22 0.217
~6.5 1.432 0.524
=6.5 0.687 0.245
~6 0.777 0.240
~6.5 1.176 0.601
= 1.699 1.224
~7 1.139 1.246
~ 1.2 0.110
~6.5 1.433 0.772
= 1.214 0.560
~ 0.916 0.582
= 0.739 0.550
= 6.5 1.384 0.807
~ 1.17 0.578
= 1.562 0.685

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL*

1.71E+07
2.43E+08
8.88E+08
1.07E+09
1.18E+09
2.26E+09
5.65E+08
1.75E+08
6.86E+08
2.22E+08
2.13E+08
8.15E+08
1.85E+09
1.89E+09
-3.50E+06
1.10E+09
7.46E+08
7.83E+08
7.30E+08
1.16E+09
7.77E+08
9.55E+08

Resultadoc

+ 4+ + o+

+ + + + +

Cuadro 20. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 50 mg L™de Cr como (K2Cr207) pHiniciai =6

Grupo

11
111
v
\%
VII
VIII
Xl
XVI
XV
XVI
XVII
XX
XXI11
XXVI
XXVIII
XXIX
XXX

Aislado

1.3.b.6
5.1b.1
p.8 bac 2
2.2b4
9.1b.1
5.2.b.2
6.b.3
3.b.2
4.2.b.3
4.2b.1
P.3.1.bacl
6.1.b.1
1.3.b4
7.b.2
5.1.b.4
p.8.1 bac 2
6.b.4

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

Cr50mgL*
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Cultivo
con Controla | Promediadas
metal
=6 1.075 0.100
6.5 1.114 0.842
= 6.5 0.483 0.528
~7 1.234 1.253
~7 0.899 0.866
~ 0.92 0.962
~ 0.807 0.146
~ 1.052 0.178
~ 0.715 0.176
~6.5 0.852 0.664
~ 1.711 1.818
6.5 1.825 0.536
~ 0.638 0.122
= 1.385 0.352
~ 0.637 0.145
~ 1.138 0.816
~ 0.772 0.582

UFC mL!

-2.07E+07
1.22E+09
6.94E+08
1.90E+09
1.26E+09
1.42E+09
5.59E+07
1.09E+08
1.07E+08
9.19E+08
2.84E+09
7.07E+08
1.59E+07
4.00E+08
5.48E+07
1.17E+09
7.84E+08

Resultadoc

+ 4+ + + +

+ 0+ +

+
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XXXI1 8.1.h.4 =7 =6 1.143 0.550 7.30E+08 +
XXX 4.2.b4 =7 =6 0.871 0.387 4.59E+08 +
A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 21. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 75 mg L™de Cr como (K2Cr207) pHiniciai =6

Cr75mgL*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL*? = Resultadoc
metal
11l 5.1.b.1 ~1.5 ~6.5 1.347 0.331 3.65E+08 +
\Y p.8 bac 2 =8 ~6 1.936 0.348 3.94E+08 +
\Y 2.2.b.4 ~7 ~6 0.644 0.107 -7.94E+06 -
il 9.1.b.1 ~8 ~7 1.314 0.807 1.16E+09 +
VIII 5.2.b.2 7.5 ~6.5 1.349 0.697 9.75E+08 +
X1V 3.b.2 ~1.5 ~6 1.362 0.159 7.87E+07 -
XVI 4.2b.1 ~8 ~7 1.264 1.019 1.51E+09 +
XVII p.3.1.bacl ~7 ~6 0.713 0.112 3.89E+05 -
XX 6.1.b.1 7.5 ~6.5 1.507 0.521 6.82E+08 +
XXVI 7.b.2 ~7 ~6 0.866 0.109 -4.61E+06 -
XXIX p.8.1 bac 2 ~7 ~6.5 1.203 0.471 5.99E+08 +
XXX 6.b.4 ~6.5 ~6 0.624 0.252 2.33E+08 +
XXXI 8.1.b.4 ~6.5 ~6 0.498 0.113 1.50E+06 -
XXXII 4.2.b.4 ~7 ~6 1.056 0.137 4.21E+07 -
A ~7 ~6 1.333 0.225 1.88E+08 +
E ~6 ~6 0.834 0.522 6.83E+08 +
H ~7 ~6 1.052 0.350 3.97E+08 +
M =6.5 ~6 0.884 0.099 -2.13E+07 -
N ~7 ~6 1.011 0.598 8.10E+08 +
s1 ~7 ~6 1.305 0.121 1.48E+07

S3 ~6.5 ~6 0.874 0.150 6.32E+07 -
U1 ~6.5 ~6 0.763 0.128 2.71E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 22. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 100 mg L™*de Cr como (K2Cr207) pHinicial =6

Cr 100 mg L*!
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo Aislado Controla con Controla = Promediadas ' UFC mL?' Resultadoc
metal

i 5.1b.1 ~6 ~6 0.628 0.115 4.83E+06 -
v p.8.bac 2 ~8 ~6.5 1.484 0.360 4.13E+08 +
VIl 9.1.b.1 ~7 ~6.5 1.322 0.894 1.30E+09 +
VIl 5.2.b.2 ~7 ~6 1.305 0.719 1.01E+09 +
XVI 42b.1 ~7 ~6 1.099 0.128 2.59E+07 -
XX 6.1.b.1 ~7.5 ~6 1.066 0.117 8.17E+06 -
XXIX | p.8.1bac2 ~7 ~6 0.912 0.121 1.48E+07 -
XXX 6.b.4 ~7 ~6 1.34 0.128 2.71E+07 -
A ~7 =6 1.003 0.105 -1.13E+07 -
E ~7 ~6 1.301 1.278 1.94E+09 +

H ~6 =6 0.513 0.218 2.07E+08 +



N ~6.5 =6 0.839 0.126 -1.83E+06 -
A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 23. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 200 mg L™*de Cr como (K2Cr207) pHiniciai =6

Cr200 mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadas UFC mL*? Resultadoc
metal

v p. 8 bac2 ~7 ~6 1.478 0.119 1.15E+07 -
Vil 9.1.b.1 ~7 ~6.5 1.608 1.183 1.78E+09 +
VIl 5.2.b.2 ~7.5 ~6.5 1.62 1.059 1.58E+09 +
E ~7 =6 1.115 0.225 1.88E+08 +

H ~7 =6 0.891 0.099 -2.13E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 24. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 400 mg L™*de Cr como (K2Cr207) pHinicial =6

Cr 400 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla =~ Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal
VI 9.1.b.1 ~7 ~6 1.513 0.149 6.09E+07 -
VIl 5.2.b.2 =15 6.5 1.413 0.146 5.71E+07 -
E ~6 =6.5 0.720 0.511 6.65E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 25. Tolerancia a Cr en caldo R2A con 600 mg L™*de Cr como (K2Cr207) pHiniciai =6

Cr600mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controls =~ Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
E ~6 =6 0.588 0.134 3.71E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

67



Cuadro 26. Tolerancia a Cu en caldo R2A con 25 mg L™de Cu como (CuSO4) pHinicia =6

Cu25mg L™t
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo Aislado | Controla con Controla =~ Promediadazs = UFC mL! Resultadoc
metal
I P.3.1bac 2 ~8.5 =75 0.968 0.617 8.41E+08 +
1 1.3.b.6 ~7 ~6.5 0.576 0.392 4.67E+08 +
1l 5.1.b.1 ~8 ~6 0.946 0.153 6.82E+07 -
v p.8 bac 2 ~7.5 =75 1.71 1.175 1.77E+09 +
\Y, 2.2b4 ~75 ~ 0.78 0.970 1.43E+09 +
VIl 9.1.b.1 ~75 6.5 0.729 0.154 7.04E+07 -
VI 5.2.b.2 ~ ~6.5 1.679 0.510 6.63E+08 +
Xl 6.2.b.4 ~ ~6 0.79 0.302 3.17E+08 +
X111 6.b.3 ~ 6.5 1.534 1.588 2.46E+09 +
X1V 3.hb.2 ~ ~7 1.795 0.734 1.04E+09 +
XV 4203 ~ ~6.5 0.785 0.576 7.74E+08 +
XVI 42b.1 = = 6.5 1.388 0.379 4.45E+08 +
XVIIl | p3.lbacl ~8.5 ~6 1.514 0.183 1.18E+08 -
XX 6.1.b.1 ~7.5 ~ 0.773 0.495 6.38E+08 +
XXI 5.1.b.5 = = 1.2 1.789 2.80E+09 +
XXII1 1.3.b.4 ~7 ~6 1.242 0.116 7.06E+06 -
XXVI 7b.2 ~8.5 ~7 1.383 0.649 8.95E+08 +
XXVIII 5.1.b.4 ~8 ~ 1.267 0.215 1.71E+08

XXIX | p.8.1bac?2 ~7 ~ 0.985 0.155 7.21E+07 -
XXX 6.b.4 ~8 ~ 1.735 0.208 1.60E+08 -
XXXI 8.1.b.4 ~8.5 ~8 1.284 1.079 1.61E+09 +
XXX 42.b.4 ~8 ~8 1.553 1.065 1.59E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 27. Tolerancia a Cu en caldo R2A con 35 mgL™*de Cu como (CuSQ.) pHinicia =6

Cu35mglLt
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL™?  Resultadoc
metal

I P.3.1bac 2 =175 =6 1.267 0.206 1.57E+08 -
11 1.3.b.6 =8 =6 0.804 0.120 1.26E+07 -
v p.8 bac 2 ~7 =6.5 0.735 0.521 6.82E+08 +
\Y 2.2.b.4 ~8 =6 0.812 0.239 2.12E+08 +
VIl 5.2.b.2 ~7 =6 0.6 0.196 1.40E+08 -
Xl 6.b.3 ~7 ~6.5 1.432 0.443 5.51E+08 +
X1V 3.b.2 ~7 =6 0.687 0.150 3.26E+07 -
Xl 6.2.b.4 ~7 ~6 1.22 0.144 5.37E+07 -
XV 4.2.b.3 ~175 ~6 0.777 0.106 -1.02E+07 -
XVI 4.2b.1 =175 =6 0.879 0.137 4,15E+07 -
XX 6.1.b.1 =~ ~6 1.281 0.375 4.38E+08 +
XXI 5.1.b.5 ~175 ~6.5 1.261 0.478 6.10E+08 +
XXVI 7.b.2 =175 =6 1.064 0.253 2.35E+08 -
XXXI 8.1.b.4 ~7 ~6 0.901 0.206 1.57E+08 +
XXX 4.2.b.4 ~ =6 1.042 0.176 1.07E+08 -
A =~ ~6 1.333 0.102 -1.74E+07 -
E =6 ~6 0.834 0.396 4.73E+08 +



H =7 =6 0.513 0.231 1.99+08 +

M =6.5 =6 0.884 0.103 -1.52E+07 -
N =7 =6 1.011 0.638 8.77E+08 +
S1 =7 =6 1.079 0.114 2.61E+06 -
S3 =6.5 =6 0.874 0.137 4.15E+07 -
Ul =6 =6 0.763 0.105 -1.41E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 28. Tolerancia a Cu en caldo R2A con 50 mgL*de Cu como (CuSOx) pHinicial =6

Cu50mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
v p.8 bac 2 =7 ~6.5 0.735 0.343 3.85E+08 +
\% 2.2.b.4 ~8 =6 1.241 0.119 1.09E+07 -
X1 6.b.3 ~8 = 0.807 0.110 -4.06E+06 -
XX 6.1.b.1 ~7 = 6.5 1.499 0.954 1.40E+09 +
XXI 5.1.b.5 ~8 ~6.5 1.31 0.180 1.13E+08 -
XXVI 7.b.2 ~7 = 1.216 0.188 1.27E+08 -
XXXI 8.1.b.4 =7 ~ 0.866 0.151 6.54E+07 -
H ~7 = 0.891 0.116 5.94E+06 -
E ~7 = 1.115 0.322 3.49E+08 +
N =7 ~ 0.839 0.101 -1.85E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 29. Tolerancia a Cu en caldo R2A con 75 mgL*de Cu como (CuSO4) pHinicial =6

Cu75mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controly = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
v p.8 bac 2 =7 =6 1.164 0.120 1.37E+07 -
XX 6.1.b.1 ~7 =6 1.216 0.121 1.48E+07 -
E ~7 =6 0.715 0.538 7.10E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 30. Tolerancia a Cu en caldo R2A con 100 mgL*de Cu como (CuSQ4) pHinicial =6

Cu 100 mg L™
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controly = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
E =6 ~6 0.588 0.108 -6.83E+06 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.
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Cuadro 31. Tolerancia de Pb en caldo R2A con 15 mg L™*de Pb como Pb(NOs), Phinicial =5.5

Pb 15 mg L?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL*?  Resultadoc
metal
I P.3.1 bac 2 ~7 ~6 1.496 0.198 1.43E+08 -
1 1.3.b.6 ~7 ~6.5 0.6 0.406 4,90E+08 +
1l 5.1.b.1 ~7 ~6 1.424 0.219 1.78E+08

v p.8 bac 2 ~7 ~6.5 1.557 0.315 3.38E+08 -
\Y 2.2.b.4 ~1.5 ~6 0.78 0.143 5.15E+07 -
Wil 9.1.b.1 ~7 ~7 0.899 0.866 1.26E+09 +
VIl 5.2.b.2 ~8 ~6 1.305 0.079 -5.59E+07 -
Xl 6.2.b.4 ~7 ~6 0.79 0.424 5.20E+08 +
il 6.b.3 ~7 ~7 1.534 1.445 2.22E+09 +
X1V 3.b.2 ~7 ~6.5 0.687 0.222 1.83E+08 +
XV 4.2.b.3 ~1.5 ~7 1.58 0.579 7.79E+08 +
XVI 4.2b.1 ~7 ~6 1.351 0.157 7.48E+07 -
XVII | p.3.lbacl ~8 ~7 1.59 1.643 2.55E+09 +
XX 6.1.b.1 =8 ~7 1.139 1.323 2.02E+09 +
XXI 5.1.b.5 ~7 ~6 0.604 0.760 1.08E+09 +
XXIII 1.3.b.4 ~1.5 ~7 1.433 1.178 1.78E+09 +
XXVI 7.b.2 =8 ~7 13 1.485 2.29E+09 +
XXVII 5.1.b.4 ~8 ~7 1.324 1.484 2.29E+09 +
XXIX | p.8.1bac2 ~1.5 ~7.5 1.037 0.794 1.14E+09 +
XXX 6.b.4 ~7 ~7 1.384 1.400 2.15E+09 +
XXXI 8.1.b.4 ~7 ~7 0.935 0.890 1.30E+09 +
XXXII 4.2.b.4 ~7 ~7 1.042 1.061 1.58E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 32. Tolerancia de Pb en caldo R2A con 30 mg L™*de Pb como Pb(NO3)2 Phinicia =5.5

Pb 30 mg L?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla =~ Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal

1 1.3.b.6 ~8 ~7 0.804 0.567 7.58E+08 +
VI 9.1.b.1 ~1.5 ~6 1.322 0.171 9.82E+07 -
Xl 6.2.b.4 ~1.5 ~6 1.313 0.321 3.48E+08 +
X1 6.b.3 ~6.5 ~6 0.775 0.150 6.32E+07 -
X1V 3.b.2 ~7 ~6 1.052 1.408 2.16E+09 +
XV 4.2.b.3 ~6.5 ~6 0.536 0.486 6.24E+08 +
XVIIl | p.3.lbacl ~7 ~7 0.921 0.923 1.35E+09 +
XX 6.1.b.1 ~7 ~6 1.066 0.142 4,98E+07 -
XXI 5.1.b.5 ~8 ~7 0.84 0.893 1.30E+09 +
XXII1 1.3.b.4 ~7 ~6 1.242 0.139 4.48E+07 -
XXVI 7.b.2 ~6.5 ~6 0.492 0.479 6.11E+08 +
XXVII 5.1.b.4 ~6.5 ~6 0.897 0.330 3.63E+08 +
XXIX | p.8.1bac?2 ~7 ~6 0.912 0.475 6.05E+08 +
XXX 6.b.4 ~6.5 ~6.5 0.774 0.497 6.41E+08 +
XXXI 8.1.b.4 ~7 ~6 0.498 0.122 1.59E+07 -
XXX 4.2.b.4 ~7 ~7 0.647 0.614 8.36E+08 +

A =7 ~6 1.333 0.102 -1.63E+07



E ~6.5 ~6.5 0.834 0.398 4.61E+08 +
H =7 ~6.5 1.052 0.334 3.69E+08 +
M ~6.5 6.5 0.884 0.767 1.09E+09 +
N =7 ~6.5 1.011 0.291 2.98E+08 +
S1 =7 ~6.5 1.305 0.732 1.03E+09 +
S3 ~6.5 =7 0.74 0.900 1.31E+09 +
Ul ~6.5 ~7 0.763 0.884 1.29E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 33. Tolerancia de Pb en caldo R2A con 60 mg L™*de Pb como Pb(NO3)2 Phiniciai =5.5

Pb 60 mg L*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla =~ Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal

] 1.3.b.6 ~7 ~6 1.075 0.124 1.93E+07 -
Xl 6.2.b.4 ~7 ~6 0.828 0.386 4.56E+08 +
X1V 3.b.2 =8 7.5 1.596 1.262 1.92E+09 +
XV 4.2b.3 ~6 ~7 0.572 0.964 1.42E+09 +
XVII | p.3.lbacl ~8 ~8 1.111 1.536 2.37E+07 +
XXI 5.1.b.5 ~7 ~6 0.864 0.132 3.37E+07 -
XXVI 7.b.2 ~7 ~7 0.794 0.705 9.88E+08 +
XXVII 5.1.b.4 ~8 ~8 1.053 0.978 1.44E+09 +
XXIX p.8.1 bac 2 7.5 ~8 0.85 1.064 1.59E+09 +
XXX 6.b.4 ~7 ~6 0.656 0.143 5.15E+07 -
XXXII 4.2b.4 ~7 ~7 0.832 0.427 5.25E+08 +
E ~7 ~7 1.301 0.909 1.33E+09 +
H ~6 ~7 0.513 0.309 3.28E+08 +
M ~6.5 ~7 0.985 0.616 8.40E+08 +
N ~6.5 ~7 0.839 0.658 9.10E+08 +
S1 ~6.5 ~7 0.738 1.072 1.60E+09 +
S3 ~7 ~6.5 1.005 0.448 5.60E+08 +
U1 =7 ~7 0.862 0.763 1.08E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 34. Tolerancia de Pb en caldo R2A con 100 mgLde Pb como Pb(NO3)z Phiniciai =5.5

Pb 100 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controly = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal

Xl 6.2.0.4 ~6 ~8 0.656 0.994 1.47E+09 +
e\ 3.b.2 ~8 ~8 0.606 0.933 1.37E+09 +
XV 4.2b.3 ~6 ~6 0.731 0.127 2.43E+07 -
XVII | p3.lbacl ~8 ~8 1.175 0.818 1.18E+09 +
XXVI 7.b.2 ~7 ~7 0.932 0.398 4.77E+08 +
XXVII 5.1.b.4 ~8 ~7 1.311 0.589 7.95E+08 +
XXIX | p.8.1bac?2 ~8 ~7 1.3 0.554 7.36E+08 +
XXX 4.2.b.4 ~7 ~7 0.499 0.802 1.15E+09 +
E ~7 =5.5 0.998 0.150 6.32E+07 -

H =7 ~6 0.618 0.899 1.31E+09 +



M ~7.5 ~7 1.321 0.877 1.27E+09

+

N =75 =7 1.075 0.737 1.04E+09 +
S1 ~6.5 =6 0.908 0.120 1.26E+07 -
S3 =6 =7 0.544 0.823 1.19E+09 +
Ul ~6 =6 0.891 0.756 1.07E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 35. Tolerancia a Pb en caldo LB 1:10 con 150 mgLde Pb como Pb(C2H305)2.3H20 Phinicial
=75

Pb 150 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
Xl 6.2.b.4 ~7 ~7 0.987 0.905 1.32E+09 +
XIV 3.b.2 = ~7 1.072 0.430 5.30E+08 +
XVIIl | p3.lbacl ~1.5 ~7 0.884 0.694 9.70E+08 +
XXVI 7.b.2 = ~7 1.107 0.375 4.38E+08 +
XXVIII 5.1.b.4 = ~7 1.506 0.514 6.69E+08 +
XXIX | p.8.lbac2 ~1.5 ~7 1.606 0.349 3.94E+08 +
XXX 4.2.b4 7.5 ~7 1.336 0.848 1.23E+09 +
H ~1.5 ~7 0.881 0.365 4.22E+08 +
M ~1.5 ~7 1.681 1.039 1.54E+09 +
N ~7 ~7 1.109 0.151 6.54E+07 -
S3 ~7 ~7 0.587 0.881 1.28E+09 +
U1 ~7 ~7 0.467 0.105 -1.13E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 36. Tolerancia a Pb en caldo LB 1:2 con 300 mgL*de Pb como Pb(C;H302)2.3H20 Phinicial
=6

Pb 300 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controls ~ Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
X1 6.2.b.4 =7 ~6 1.731 0.107 -9.06E+06 -
XIV 3.b.2 ~8 ~6 2.742 0.130 2.93E+07 -
XVIIl | p3.lbacl ~8 ~7 1.777 1.634 2.54E+09 +
XXVI 7.b.2 =7 ~6 0.893 0.127 2.54E+07 -
XXVIII 5.1.b.4 ~7 ~6 1.274 0.130 3.04E+07 -
XXIX | p.8.1bac?2 ~8 ~6 3.064 0.127 2.54E+07 -
XXX 4204 ~8 ~7 2.204 1.774 2.77E+09 +
H ~8 ~7 2.404 1.893 2.97E+09 +
M ~8 ~7 2.503 1.575 2.44E+09 +
S3 ~8 ~7 2.183 1.363 2.08E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.
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Cuadro 37. Tolerancia de Pb en caldo LB con 600 mg L™*de Pb como Pb(C2H302)2.3H20 Phiniciai =6

Pb 600 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL*? Resultadoc
metal

XVIIl | p3.lbacl ~8.5 ~71.5 3.005 2.975 4.77E+09 +
XXXIII 4.2.0.4 ~8.5 ~8.5 2.814 2.200 3.48E+09 +

H ~8 ~6 2.842 0.096 -2.74E+07 -

M ~7 ~8 0.864 1.497 2.31E+09 +

S3 ~7 ~6 1.576 0.098 -2.41E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 38. Tolerancia a Pb en caldo LB 1.5 con 900 mg L™de Pb como Pb(C2H302)2.3H20 Phinicial
=55

Pb 900 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal

XVII p.3.1.bac1 ~8 ~9 3.002 3.056 4.91E+09 -
XXXIII 42.b.4 ~8 ~9 2.898 2.532 4,03E+09 -

M ~7 ~5.5 1.347 0.140 4.56E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 39. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 20 mg L™ de Sb como C4H406K (SbO).Y2H,0 Phinicial
=6

Sb 20 mg L1
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal

| P.3.1 bac 2 =7 ~6 1.496 0.166 8.98E+07 -
] 1.3.b.6 ~7 ~6 0.6 0.149 6.15E+07 -
1l 5.1.b.1 ~7 ~6 1.534 0.185 1.22E+08 -
v p.8 bac 2 ~8 ~7 1.97 1.736 2.71E+09 +
\Y 2.2.b.4 ~1.5 ~6 1.098 0.343 3.85E+08 +
Wil 9.1.b.1 ~7 ~7 0.899 0.786 1.12E+09 +
VIl 5.2.b.2 ~1.5 ~6 1.305 0.122 1.65E+07 -
Xl 6.2.b.4 ~7 ~6 0.79 0.107 -9.06E+06 -
Xl 6.b.3 ~7 ~6.5 1.534 0.756 1.07E+09 +
e\ 3.b.2 ~7 ~6 0.687 0.110 -2.94E+06 -
XV 4.2b.3 ~8 ~6.5 0.777 0.375 4,38E+08 +
XVI 4.2b.1 ~7 ~6 1.351 0.340 3.80E+08 +
XVIIl | p.3.lbacl ~8 ~6.5 1.399 0.786 1.12E+09 +
XX 6.1.b.1 ~8 ~7 1.025 0.453 5.68E+08 +
XXI 5.1.b.5 ~6.5 ~6.5 0.604 0.471 5.99E+08 +
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XX 1.3.b4 ~1.5 ~6 1.433 0.193 1.34E+08

+

XXVI 7.b.2 =7 ~7 0.864 0.875 1.27E+09
XXVII 5.1b.4 ~7 ~6 0.916 0.117 8.17E+06 -
XXIX p.8.1 bac 2 ~6 ~6 0.918 0.444 5.53E+08 +
XXX 6.b.4 =7 ~6 1.384 0.183 1.18E+08
XXXI 8.1b.4 ~7.5 ~6 1.433 0.195 1.39E+08 -
XXX 4.2.b.4 =7 ~7 1.042 1.061 1.58E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.

B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.

C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 40. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 50 mg L™ de Sb como C4H406K (SbO).%2H,0 Phinicial
=6

Sb 50 mg L*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla =~ Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal

\Y p.8 bac 2 =8 ~6 1.09 0.530 6.69E+08 +
\Y 2.2.b.4 ~8 ~6 1.241 0.358 4,10E+08 +
VII 9.1b.1 ~7 ~6 1.314 0.353 4.02E+08 +
X1 6.b.3 ~7 ~6 0.807 0.338 3.77E+08 +
XV 4.2b.3 ~6 ~6 0.715 0.125 2.15E+07 -
XVI 4.2.b.1 ~7 ~6 0.991 0.262 2.50E+08 +
XVIII p.3.1.bac1 ~7 ~6.5 1.075 0.403 4.85E+08 +
XX 6.1.b.1 ~8 ~6 1.02 0.131 3.09E+07 -
XXI 5.1.b.5 =8 ~6 0.84 0.387 4.58E+08 +
XXVI 7.b.2 ~7 ~6 0.492 0.121 1.43E+07 -
XXIX p.81lbac2 ~7 ~6 0.970 0.111 -2.39E+06 -
XXXII 4.2.b.4 ~8 ~6 1.262 0.127 2.48E+07 -
A ~7 =6 1.333 0.413 5.02E+08 +
E ~6.5 ~6 0.834 0.410 4.97E+08 +
H ~7 ~6 1.052 0.297 3.09E+08 +
M ~6.5 =6 0.884 0.158 7.59E+07 -
N ~7 ~6 1.011 0.378 4.43E+08 +
S1 ~7 =6 1.305 0.554 7.37E+08 +
S3 ~6.5 ~6.5 0.874 0.829 1.20E+09 +
u1 ~6 ~6 0.763 0.501 6.48E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 41. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 100 mg L™ de Sb como CsH406K (Sb0O).%H20 Phinigial
=6

Sb 100 mg L*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado = Controla con Controly = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
v p.8 bac 2 ~8 ~6 1.052 0.604 8.20E+08 +
\Y 2.2.b.4 ~6 ~6 0.857 0.126 2.37E+07 -
Vil 9.1.b.1 ~7 ~6 1.013 0.292 3.00E+08 +
X1 6.b.3 ~7 ~6 0.775 0.876 -1.02E+07 +
XVI 4.2.0.1 ~6 ~6 0.866 0.106 1.27E+09 +
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XV p.3.1.bac1
XXI 5.1b.5

ZITm>

S1
S3
Ul

~8
~7
~7
~7
~7
~6.5
~6
~75
~6

~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6
~6

1111
0.864
1.003
1.301
1.052
0.839
0.553
1.355
0.529

0.352
0.124
0.109
1.134
0.297
0.442
0.544
0.123
0.177

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

4.00E+08
1.98E+07
-5.17E+06
1.70E+09
1.06E+08
5.50E+08
7.20E+08
1.87E+07
1.08E+08

Cuadro 42. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 150 mg L™ de Sb como C4H406K (Sb0).%H20 Phinigial

=6
Grupo | Aislado
v p.8 bac 2
Wil 9.1.h.1
Xl 6.b.3
XVIIl | p3.lbacl
E
H
N
S1

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

=8
=8
~6
=6
=7
=7
=7
=6

Cultivo
con
metal

~7
=6
~6
=6
=6
~6
=6
=6

Sb 150 mg L
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Controla = Promediadag
1.484 1.188
1.332 0.133
0.482 0.361
0.884 0.299
1.115 0.361
0.891 0.471
1.112 0.100
0.457 0.407

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL*

1.79E+09
3.48E+07
4.15E+08
3.12E+08
4.15E+08
4.32E+08
-2.07E+07
4.92E+08

Resultadoc

+

+

Cuadro 43. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 200 mg L™ de Sb como CsH406K (ShO).%H,0 Phinicial

=6
Grupo = Aislado
\Y p.8 bac2
Xl 6.b.3
XVIIlI | p.3.lbacl
H
E
S1

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

=7
~6
~6
=7.5
~6
~6

Cultivo
con
metal

~6
=6
=6
~6
~6
~6

Sb 200 mg L*
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Controla | Promediadas
1.319 1.113
0.365 0.227
0.958 0.290
1.346 0.145
0.720 0.553
0.738 0.270

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL!

1.67E+09
1.91E+08
2.97E+08
7.09E+07
7.34E+08
2.35E+08

Resultadoc

+ + +

+
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Cuadro 44. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 300 mg L™ de Sb como C;H406K (Sh0).%H,0 Phinigial
=6

Sb 300 mg L*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadas UFC mL*?  Resultadoc
metal

v p.8 bac2 ~6 ~6 1.388 0.107 -9.06E+06 -

Xl 6.b.3 ~6 ~6 0.365 0.425 5.21E+08 +

XVIII p.3.1bacl ~7 ~6 0.942 0.107 -8.50E+06 -

E ~6 ~6 0.588 0.446 5.57E+08 +

S1 ~6 ~6 0.457 0.099 -2.18E+07

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 45. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 600 mg L™ de Sb como C4H406K (Sh0).%H20 Phinigial
=6

Sb 600 mg L*
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal
il 6.b.3 ~6 ~6 0.535 0.719 1.01E+09 +
E ~7 ~6 1.056 0.096 -2.68E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 46. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 1000 mg L™ de Sb como CsH406K (SbO).%2H,0 Phiniciai
=6
Sb 1000 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia

de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal
il 6.b.3 ~6 ~6 0.429 0.618 8.43E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.
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Cuadro 47. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 2000 mg L™ de Sb como CsH406K (SbO).%2H,0 Phiniciai
=6
Sb 2000 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia

de incubacion (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadas UFC mL*?  Resultadoc
metal
Xl 6.b.3 ~6 ~6 0.838 0.771 1.10E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 48. Tolerancia a Sb en caldo R2A con 4000 mg L™ de Sb como C4H406K (SbO).%2H,0 Phinigial
=6

Sb 4000 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia

de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
X1 6.b.3 ~6 ~5 0.492 0.596 8.07E+08 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 49. Tolerancia a Sh en caldo R2A con 5000 mg L™ de Sb como C4H106K (SbO).%2H,0 Phinicial
=6
Sb 5000 mg L
pH después de 48 h Valor de absorbancia

de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla = Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal
Xl 6.b.3 =7 ~6 0.858 0.102 -1.63E+07 -

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 50. Tolerancia a Zn en caldo R2A con 50 mgL*de Zn como (ZnSOx) pHinicial =6

Zn50mg L?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado | Controla con Controla = Promediadas UFC mL™?  Resultadoc
metal
I P.3.1 bac 2 ~8.5 ~6.5 0.968 1.279 1.95E+09 +
] 1.3.b.6 =7 =7 0.6 0.621 8.48E+08 +
i 5.1.b.1 ~8 =7 0.946 1.503 2.32E+09 +
v p.8 bac 2 ~15 ~175 0.667 0.756 1.07E+09 +
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\% 2.2b4 =75 = 6.5 0.78 0.755 1.07E+09 +
VII 9.1b.1 =75 =75 0.729 0.836 1.21E+09 +
VI 5.2.b.2 =8 = 1.174 1.134 1.70E+09 +

Xl 6.2.b.4 =7 = 1.04 0.770 1.10E+09 +
X1 6.b.3 =7 = 1.432 0.699 9.79E+08 +
X1V 3.b.2 =7 =6.5 0.687 0.265 2.54E+08 +
XV 4.2b.3 =175 =7 0.785 0.830 1.20E+09 +
XVI 42b.1 =8 =75 1.216 0.620 8.47E+08 +

XVII p.3.1.bac1 =8.5 = 1.514 0.268 2.60E+08 -
XX 6.1b.1 =75 = 0.773 0.680 9.47E+08 +
XXI 5.1b.5 =75 = 0.964 0.833 1.20E+09 +

XX 1.3.b4 =8 = 1.236 0.565 7.55E+08 +

XXVI 7.b.2 =38.5 =75 1.541 1.112 1.67E+09 +

XXV 5.1b.4 ~8 = 1.243 1.390 2.13E+09 +

XXIX p.8.1 bac 2 =75 =7 1.357 0.749 1.06E+09 +
XXX 6.b.4 =8 = 1.357 1.095 1.64E+09 +

XXXI 8.1b.4 =8.5 =75 0.862 0.879 1.28E+09 +

XXX 4.2.b.4 =8 =75 1.217 1.197 1.85E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

Cuadro 51. Tolerancia a Zn en caldo R2A con 70 mgL*de Zn como (ZnSOx) pHinicial =6

Zn70mg L?
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo = Aislado @ Controla con Controla =~ Promediadag = UFC mL! Resultadoc
metal
I P.3.1bac 2 =7 = 1.496 0.179 1.11E+08 -
11 1.3.b.6 ~8 = 0.804 0.107 -7.94E+06 -
1 5.1.b.1 =7 ~ 1.424 0.298 3.10E+08 -
v p.8 bac 2 =7 = 1.086 0.583 7.84E+08 +
\Y 2.2.b.4 ~8 ~ 0.812 0.710 9.97E+08 +
VII 9.1b.1 =7 = 0.899 0.655 9.05E+08 +
VIl 5.2.b.2 =175 = 1.305 0.107 -7.94E+06 -
Xl 6.2.b.4 ~7 ~ 1.22 0.134 3.65E+07 -
X1 6.b.3 ~8 = 0.807 0.113 2.06E+06 -
X1V 3.b.2 =7 = 0.702 0.112 3.89E+05 -
XV 4.2.b.3 =175 ~ 0.777 0.713 1.00E+09 +
XVI 4.2.b.1 ~8 ~6.5 1.348 0.211 1.65E+08

XX 6.1.b.1 ~8 ~6 1.139 0.294 3.03E+08 -
XXI 5.1.b.5 ~8 ) 1.308 0.260 2.47E+08 -
XX 1.3.b.4 =175 =7 1.433 1.280 1.95E+09 +
XXVI 7.b.2 ~8 ~6.5 1.687 0.636 8.73E+08 +
XXVIHI 5.1.b.4 ~8 ~6.5 1.297 0.717 1.01E+09 +
XXIX | p.8.1bac?2 =175 7 1.037 0.924 1.35E+09 +
XXX 6.b.4 =7 ~7 1.384 1.639 2.154E+09 +
XXXI 8.1.b.4 =175 6.5 0.758 0.563 7.51E+08 +
XXX 4.2.b.4 ~7 =175 1.042 1.511 2.33E+09 +

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.



Cuadro 52. Tolerancia a Zn en caldo R2A con 140 mgL*de Zn como (ZnSOx) pHinicial =6
Zn 140 mg L*
pH después de 48 h

Grupo

v
\%
VIl
XV
XXI11
XXVI
XXVII
XXIX
XXX
XXXI
XXX

Aislado

p.8 bac 2
2.2b4
9.1b.1
4.2b.3
1.3.b.4

7.b.2
5.1b.4
p.8.1 bac 2
6.b.4
8.1.b.4
4.2.b4

de incubacion

Controla

~7
~7
~8

~6.5

~6.5

~8
=6.5
=7
=7
=7
=6
=6
=6.5
=6.5
=7
=6.5
=60

Cultivo
con
metal
=6

Valor de absorbancia

(A =600 nm)
Controla = Promediadag
1.317 0.232
1.121 0.201
1.314 0.121
0.536 0.104
0.638 0.123
0.874 0.856
0.916 0.717
1.291 0.172
0.656 0.265
0.78 0.238
1.562 1.186
1.333 0.105
0.834 0.389
0.512 0.105
0.884 0.107
1.102 0.116
1.305 0.109
0.874 0.156
0.763 0.109

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL*

2.00E+08
1.48E+08
1.48E+07
-1.41E+07
1.82E+07
1.24E+09
1.01E+09
9.93E+07
2.54E+08
2.10E+08
1.79E+09
-1.18E+07
4.61E+08
-1.13E+07
-7.94E+06
5.94E+06
-5.72E+06
7.26E+07
-4.61E+06

Resultadoc

+ +

+ + 4

Cuadro 53. Tolerancia a Zn en caldo nutritivo 1:10 con 280 mgL™*de Zn como (ZnSQ4) pHiniciai =5.5

Grupo

XXVI
XXVII
XXX
XXXI
XXX

Aislado

7.b.2
5.1b.4
6.b.4
8.1b.4
4.2b.4
E
N

pH después de 48 h

de incubacion

Controla

~6
=7
=7
~6
=7
=7
=7

Cultivo
con
metal

=55
=55
=355
=55
=55
=6

Zn280mg L*
Valor de absorbancia
(A =600 nm)
Controla = Promediadag
0.492 0.122
0.897 0.129
0.624 0.146
0.931 0.137
0.871 0.114
1.028 0.530
0.839 0.146

=6

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

UFC mL*

1.71E+07
2.87E+07
5.71E+07
4.15E+07
3.17E+06
6.96E+08
5.71E+07

Resultadoc
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Cuadro 54. Tolerancia a Zn en caldo nutritivo 1:10 con 550 mgL*de Zn como (ZnSO4) pHinicial =5.2

Zn280mg L+
pH después de 48 h Valor de absorbancia
de incubacién (A =600 nm)
Cultivo
Grupo | Aislado = Controla con Controla = Promediadag | UFC mL! = Resultadoc
metal
E ~7 =6 1.279 0.128 2.71E+07

A= medio inoculado con el respectivo aislado bacteriano sin la presencia de metal.
B= triplicado de los tratamientos con el inoculo microbiano y metal.
C= capacidad del aislado bacteriano de crecer en presencia del medio con metal.

En el cuadro 55 se observan las CMI para cada aislado bacteriano cultivado en caldo
con los metales ensayados en esta investigacion (Al, Cd, Cr, Cu, Pb, Sb y Zn). Los aislados
con las CMI mas altas para Al (>300 mg L™) pertenecientes a la rizésfera son 5.1.b.1,
p.8.bac2, 9.1.b.1,5.2.b.2, 3.b.2, p.3.1bacl y 7.b.2. De los aislados de suelo no rizosférico se
tiene a E (de la especie Pantoea agglomerans), H y M (ambas de la especie Streptomyces
sp.) (Lopez, 2015). Bacterias muy tolerantes a Al (de hasta 20 M) suelen aislarse de suelos
de naturaleza acida ya que este elemento es muy biodisponible cuando el pH del suelo es
bajo (Campos, 1995).

Los aislados con las CMI mas altas (20 mg L) para Cd son aquellos que fueron
aislados del suelo no rizosférico (sin vegetacién), en especial el asilado E (Pantoea
agglomerans) (L6pez, 2015). En el cuadro 3, se hace referencia a que la especie tiene
antecedentes de tolerancia a este metal. Ya que el Cd esta presente y biodisponible en suelos
agricolas con extrema adicion de fertilizantes fosfatados, aislados bacterianos expuestos a
estas condiciones suelen ser muy resistentes (2200 mg L) (Lin et al., 2016).

El aislado E (Pantoea agglomerans) (reportado previamente en la tesis de
Licenciatura de Lopez en el 2015) de suelo no rizosférico mostrd crecimiento a una
concentracion de Cr de hasta 400 mg L™, con una CMI de 600 mg L. Suelos, rios y depdsitos

subterraneos cerca de zonas industrializadas cominmente presentan alto contenido de Cr
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(Liu et al., 2016), aislados bacterianos que toleren concentraciones de hasta 500 mg L™ de
Cr (V1) suelen utilizarse como elementos de biorremediacién en sitios contaminados. Se ha
demostrado que aislados bacterianos del género Pantoea de estos sitios reducen Cr (V1) a Cr
(1) (Ontafion et al., 2014), mientras que hay también publicaciones cientificas que prueban
la inhibicion de crecimiento de este género en presencia del Cr (V1) a bajas concentraciones
(Mohammad y Shamim, 2012). La enzima cromato reductasa (Chr, por sus siglas en inglés)
es una enzima encontrada en bacterias resistentes al Cr, que ademas cataliza la reduccién de
Cr (V1) a Cr (111) (Sanjay et al., 2018). No se encontr6 informacién cientifica que asegure
que esta especie contiene el gen mencionado, pero se sabe que este género biotransforma el
Cr (V1) de sitios contaminados (Ahemad, 2014).

El aislado E proveniente de suelo no rizosférico fue el Unico que crecié en contacto
con 75 mg L de Cu. Existe evidencia cientifica de que aislados bacterianos extremofilos
halotolerantes del desierto toleran hasta 270 mg L™ de Cu (Moreno et al., 2012). Bacterias
aisladas de aguas residuales con desechos de curtidurias son capaces de tolerar hasta 400 mg
L de Cu (Shakoori y Muneer, 2002), y se ha encontrado que bacterias altamente tolerantes
a Cu (2-6 g L) son aisladas de soluciones de lixiviacion &cida (Orell et al., 2010).

Los aislados p.3.1.bacl y 4.2.b.4 de suelo rizosférico tienen una CMI mayor a 600
mg L para Pb, teniendo también la capacidad de alcalinizar el medio (pH=9) y precipitar
completamente el metal a una concentracion de 900 mg L. El aislado de suelo no rizosférico
M del género Streptomyces sp (LOpez, 2015) tolera hasta 600 mg L. Bacterias aisladas de
efluentes industriales toleran concentraciones de Pb de 50 mg L™ (Mustapha y Halimoon,
2015).

El aislado 6.b.3 de suelo rizosférico tolerd una concentracion de hasta 4000 mg L

de Sh. Aguas contaminadas (condiciones de laboratorio) con Sb (I11) fueron tratadas con
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bacterias que toleran 50 mg L™ de este metal, oxidandolo quimicamente a Sb (V) (Zhang et
al., 2016). Bacterias aisladas de minas de Sb, oxidan arriba de 3000 mg L de Sb (l11) a Sb
(V) en 48 h (Li etal., 2013).

El aislado de suelo no rizosférico E (Pantoea agglomerans) (Lépez, 2015) mostro la
mayor CMI para Zn (50 mg L), siendo 280 mg L™ su limite tolerable. La biolixiviacion de
Zn con bacterias aciddfilas es considerada una opcion de tratamiento de sitios contaminados

con este metal (Selvi y Aruliah, 2018).
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Cuadro 55. Concentracion minima inhibitoria (CMI mg L) de diferentes metales para los

30 aislados bacterianos.

Aislados CMImgL?
Bacterianos
Al Cd Cr Cu Pb Sh Zn
P.3.1 bac 2 150 25 35 35 15 20 70
1.3.h.6 100 25 50 35 60 20 70
5.1.b.1 >300 25 100 25 15 20 70
p.8 bac 2 >300 25 200 75 15 300 140
2.2.b4 300 05 75 50 15 100 140
9.1b.1 >300 05 400 25 30 150 140
52b.2 >300 25 400 35 15 20 70
6.2.b.4 100 25 35 35 300 20 70
6.b.3 100 25 50 50 30 5000 70
3.b.2 >300 25 50 35 300 20 70
42.b.3 100 25 50 35 100 50 140
4.2.b.1 100 05 100 35 15 100 70
p.3.1.bac1 >300 25 75 25 900 300 50
6.1.b.1 100 25 100 75 30 50 70
51b.5 100 25 35 50 60 100 70
1.3.b4 50 25 50 25 30 20 140
7.b.2 >300 25 75 50 300 50 280
5.1b4 100 25 50 25 300 20 280
p.8.1 bac 2 100 25 100 25 300 50 140
6.b.4 100 25 100 25 60 20 280
8.1b4 100 25 75 50 30 20 280
4.2.b.4 150 25 75 35 900 50 280
A 50 5 100 35 30 100 140
E >300 20 600 100 100 600 550
H >300 5 200 50 600 200 140
M >300 10 75 35 900 50 140
N 100 5 100 50 150 150 140
Sl 100 25 75 35 100 300 140
S3 100 10 75 35 600 100 140
Ul 100 10 75 35 150 100 140
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7. CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra la capacidad de microorganismos nativos del suelo de
la Laguna Salada Baja California para tolerar periodos de hasta 24 horas de exposicién a
radiacion UVC, fijar N2 y solubilizar fosfato. Dichos microorganismos podrian otorgar
resistencia a plantas, promoviendo una simbiosis positiva con especies vegetales nativas o de
interés agricola de la region.

Los aislados rizosféricos que fijan N2 y también solubilizan fosfato son 5.1.b.1,
p.8.bac2,2.2.b.4,4.2.b.1,5.1.b.4,6.b.4y 4.2.b.4. Aquellos aislados provenientes de suelo no
rizosférico que demostraron ambas habilidades son los aislados E y M Pantoea agglomerans
y Streptomyces sp respectivamente, previamente reportados en la tesis de licenciatura de
Lopez en el 2015, ambos potenciales promotores de crecimiento vegetal segun reportes de
literatura y resultados obtenidos en esta investigacion.

La prueba de tolerancia a elementos potencialmente toxicos arrojé valores
heterogéneos para los aislados en presencia de los diferentes metales, donde destaca
principalmente el aislado de suelo no rizosférico E, que para la mayoria de los metales mostro
la mayor CM1 y el aislado de suelo rizosférico 6.b.3 que crecié en presencia de 4 g L™ de Sb
(1.

La fijacion de N2 y solubilizacion de fosfato célcico, son caracteristicas de alto interés
agricola y ambiental. Aislados bacterianos rizosféricos y aislados de suelo no rizosférico (sin
vegetacion) demostraron potencial para que futuras investigaciones evallen su capacidad
como biofertilizantes.

Se han utilizado aislados bacterianos para remediar biolégicamente sitios
contaminados con elementos potencialmente tdxicos en concentraciones similares a las

expuestas en el presente trabajo de investigacion (Emenike et al., 2017). En los sitios de
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estudio no existe solamente un contaminante, por ello, en investigaciones futuras se podria
evaluar la tolerancia de los aislados bacterianos solos 0 en conjunto en presencia de varios

elementos a la vez para determinar potencial uso como elementos de biorremediacion.
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ANEXOS

8.1.  Medio semi sélido malato-sacarosa (pH=7.2)

Sacarosa
C4HeOs
MgSQ4+7H20
FeCls

NaCl
CaCl2*2H20
KoHPO4
KH2PO4
Na2MoO2+H20
Bacto agar

Azul de bromotimol

10g L™
5gL?
0.3563 g L
0.01gL"
0.1gL"
0.151g L%
0.1gL?
0.4gL?
0.0021 g L
75gLt
3mlL?

8.2.  Medio NBRIP (pH =7.0)

Glucosa
Caz(POa4)2
MgCl2+6H20
MgS04+7H,0
KCI
(NH4)2°SO4

Bacto agar

10gL?
5gL*?
5gL*
0.25gL?
0.2gL?
0.1gL?
15¢g L
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