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RESUMEN

La actividad minera ha dejado depositos de jales
ricos en metales pesados y metaloides. Por su toxicidad
extrema, representan un ambiente hostil para la
colonizacion microbiana; sin embargo, en estos residuos
mineros existen bacterias metalotolerantes y esto se
atribuye a mecanismos que destacan la bioacumulacion
y biotransformacion de metales. Por lo tanto, las
bacterias nativas que viven alrededor de los jales El
Fraile, han desarrollado mecanismos de adaptacion
que las hace persistente en un ambiente toxico; por
tal motivo, el objetivo de este trabajo fue aislar e
identificar bacterias capaces de tolerar, bioacumular
o biotransformar metales pesados y metaloides. El
estudio fue observacional descriptivo y se logro aislar
141 cepas de agua, lixiviados, suelo, rizosfera y tallos
de plantas de los jales El Fraile, Guerrero, México.
Se determind tolerancia por concentracion minima
inhibitoria en distintas sales metalicas, capacidad de
bioacumulacion de Ag, Pb, Cr, Cd y biotransformacion
de As (II) y Cr®; algunas bacterias se identificaron
mediante la secuencia del gene 16S ARNr. Los
resultados de las 141 cepas analizadas mostraron
tolerancia ascendente a Cd** 2 mM, Cu?*" 5 mM, Pb*
9 mM, Zn** 9 mM, Ag?* 10 mM, As*" 30 mM y As**
45 mM. Solo 9.24 y 39% de las cepas bioacumularon
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Zn*, Pb*" y Ag*. En la biotransformacion solo 9%
oxidaron As**aAs>*, 7y 24%redujeron As>*a As*"y Cr®*
a Cr*', respectivamente. Los géneros que prevalecieron
fueron Chryseobacterium sp., Staphyloccoccus sp.,
Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.,
Serratia sp., y Enterobacter sp. Por lo tanto, existen
cepas bacterianas en la zona minera El Fraile capaces
de bioacumular y biotransformar metales pesados y
metaloides; por lo que es necesario realizar mas estudios
que permitan conocer su potencial en los procesos de
biorremediacion de sitios contaminados con metales.

Palabras clave: Bacillus sp., biorremediacion,
contaminacion, mineria.

SUMMARY

The mining activity has left mine tailings with high
quantities of heavy metals and metalloids. Due their
extreme toxicity, they represent a hostile environment
for microbial colonization; however, there are
metalotolerant bacteria in these mining wastes, and
this is attributed to mechanisms of bioaccumulation
and biotransformation of metals. The native bacteria
from El Fraile mine tailings have developed adaptation
mechanisms that allow them to persist in a toxic
environment, thus, the objective of this study was to
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isolate and identify bacteria with the ability to tolerate,
bioaccumulate or biotransform heavy metals. Our study
was based on descriptive observations, we isolated
141 strains from water, leachate, soil, and rhizosphere
and stems of plants from El Fraile mine tailings,
Guerrero, Mexico. Bacterial tolerance was determined
by the minimum inhibitory concentration in different
metallic salts, the capacity of bioaccumulation of Ag,
Pb, Cr, and Cd, and by the biotransformation of As
(IIT) and Cr®'; in addition, representative bacteria were
identified using 16S rRNA gene sequences. The results
of the 141 strains analyzed showed ascending tolerance
to Cd*>* 2 mM, Cu* 5 mM, Pb** 9 mM, Zn* 9 mM,
Ag* 10 mM, As** 30 mM, and As** 45 mM. Only 9.24
and 39% of the strains bioaccumulated Zn?*, Pb** and
Ag*. In regard to biotransformation, 9% oxidized
As* to As™*, and 7 and 24% reduced As>" to As*" and
Cr® to Cr*, respectively. The genera that prevailed
were Chryseobacterium sp., Staphyloccoccus sp.,
Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.,
Serratia sp., and Enterobacter sp. These results showed
that in El Fraile mine tailings, there are bacterial strains
capable of bioaccumulating and biotransforming heavy
metals and metalloids; therefore, further studies must
be conducted to know their potential in the processes of
bioremediation of areas polluted with metals.

Index words: Bacillus sp., bioremediation, pollution,
mining.

INTRODUCCION

La mineria ha generado sitios altamente
contaminados con metales pesados y metaloides,
ocasionando que dicha actividad sea un problema
ambiental con deterioro del suelo, contaminacién
de aire y agua, e impacto negativo en la diversidad
y riqueza de plantas, insectos y vertebrados. La
diversidad y abundancia microbiana en el suelo, y en
la rizosfera de las plantas que sobreviven en esos sitios,
también se deteriora (Tchounwou et al., 2012; Roman-
Ponce ef al., 2016). La persistencia de los metales en
el ambiente, causa efectos adversos a los ecosistemas,
y la restauracion ambiental, aiin es muy costosa (Mosa
etal.,2016). Una estrategia compatible con el ambiente
es la biorremediacion, la cual consiste en emplear
organismos eucariotas o procariotas para restaurar areas
contaminadas. Diversos estudios con microorganismos
metalotolerantes han demostrado remover, estabilizar

o desintoxicar de una manera eficiente y menos costosa
los sitios mineros abandonados (O'Brien y Buckling,
2015).

Los microorganismos, entre ellos las bacterias, han
desarrollado la capacidad de sobrevivir en ambientes
contaminados debido a su exposicion constante a
los compuestos toxicos. Dentro de estas capacidades
se incluyen la biosorciéon, bioacumulacion y
biotransformacion de metales y metaloides, habilidades
que pueden ser empleadas para la biorremediacion ex
situoin situde zonas perturbadas porlasactividades dela
mineria. A la fecha, se han descrito géneros bacterianos
capaces de tolerar, bioacumular y biotransformar
metales pesados; de los que sobresalen Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Actinomyces sp., Serratia sp.,
Enterobacter sp., Thiobacillus sp., Rhodobacter sp.,
Agrobacterium sp., Acidiothiobacillus sp., entre otros
(Costa y Duta, 2001; Hassan et al., 2008; El Baz et al.,
2015).

Los jales El Fraile, Guerrero, México, estan
en la zona minera de Taxco, Guerrero, al sur de la
Ciudad de México, tienen alrededor de 50 afios a la
intemperie, contienen residuos portadores de elementos
potencialmente toxicos (EPT) como As**, Pb*, Cd*,
TI2*, Hg*', Cu*, Fe*', Mn*, Co?*, Ni**, Cr®, V*'y Zn?>",
Con volumen aproximado de 5.5 millones de toneladas
de EPT, la peligrosidad de estos en el ambiente, esta
dada por la capacidad de generar lixiviados o drenaje
acido de mina (DAM), debido a la oxidacion de la pirita
que origina aguas acidas con concentraciones altas
de sulfatos, metales y metaloides en forma de iones
disueltos que desembocan en el rio Cacalotenango
(Corrales-Pérez y Martin-Romero, 2013). Talavera-
Mendoza et al. (2006) cuantificaron en aguay lixiviados
los contenidos de metales: SO,* (280-29 500 mg L),
As (<0.01-12.0 mg L), Fe (0.025-2,352 mg L),
Mn (0.1-732 mg L), Zn (<0.025-1465 mg L!) y Pb
(<0.01-0.351 mg L"). El contenido de metales solubles
en los jales son muy heterogéneos y se liberan: Cd?*,
Pb?**, Cu*, Co*, Zn**, y su acumulacion en el suelo ha
generado riesgo para los individuos que viven en las
cercanias. Toribio-Jiménez et al. (2014) aislaron cepas
de El Fraile tolerantes a Cd*", Pb*, Cu*", Zn*', y As*,
las cuales las identificaron como FEnterobacter sp.,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., y Bacillus sp.
Las bacterias con capacidad de bioacumular y
biotransformar metales pesados y metaloides, son la
base para el establecimiento de nuevas alternativas
de biorremediacion. La hipotesis del presente estudio
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sefiala que las bacterias presentes en los alrededores
de los jales El Fraile han desarrollado mecanismos de
adaptacion para sobrevivir en presencia de metales
pesados y metaloides; capacidades que se pueden
aprovechar para disefiar estrategias de biorremediacion
de zonas mineras. El objetivo del trabajo se centrd en
aislar e identificar bacterias capaces de bioacumular
Ag, Cd, Cr, Pby Zny biotransformar Cr®" a Cr**, As>
a As* 0 As**a As*', estas fueron obtenidas a partir de
muestras de suelo, agua, lixiviados, rizosfera, y tallos
de algunas especies de plantas silvestres.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de bacterias nativas. Se realizé un estudio
observacional descriptivo a partir de 125 muestras
(25 por cada matriz ambiental) tomadas de diferentes
ambientes; suelo, agua, lixiviados, rizosfera, y tallos
de plantas silvestres de los alrededores de los jales El
Fraile, Taxco de Alarcon, en Guerrero. Las muestras
de suelo se tomaron a una distancia aproximadamente
de 50 m de los jales, el agua fue tomada del caudal
del rio Cacalotenango donde descargan los lixiviados
de los jales, los lixiviados fueron tomados de las pozas
que habia, formadas sobre los jales; en cuanto a la
raiz y tejido de las plantas se tomaron 4 especimenes
de cada una en las que destacan; Acacia farnesiana,
Hypericum perforatum, Paspalum sp., Pityrogramma
sp., Prosopis laevigata, Lysiloma sp., segin especies
reportadas por Gémez-Bernal et al. (2010). Todas las
muestras se transportaron, en bolsas plasticas o frascos
estériles al laboratorio. Para el aislamiento de bacterias
se tom6 1 g o 1 mL, de cada muestra, y se prepararon
diluciones de 10! a 10, se inocularon 100 uL de la
ultima dilucion en agar LB por triplicado, se incubaron
a 30 °C por 24 - 48 h, las colonias fueron seleccionadas
con base a sus caracteristicas macro y microscopicas
(Yu et al., 2014). Todos los experimentos se hicieron
por triplicado y se expresaron en UFC mL"' o g de
muestra.

Determinacion de la CMI a metales pesados y
metaloides. En cajas de agar LB se adicionaron sales
metélicas; Pb (NO,),, Zn (NO,),, Cd (NO,),, Cu (NO,),,
NaAsO,, y NaH,AsO,, AgNO,, en concentraciones
de ascendentes que van de 0.5 a 20 mM. La CMI se
interpreté como la concentracién mas alta de sales en
la cual no se observo crecimiento después de 7 dias de
exposicion (Yu et al., 2014; Roman-Ponce et al., 2016).

Deteccion de la capacidad de bioacumular
metales. Todas las cepas se inocularon en agar LB a
la concentracion entre 0.5 a 20 mM dependiendo de
la sal metalica siguiendo el protocolo e interpretacion.
Posteriormente, solo se selecciond una cepa para
confirmar la bioacumulacion de Pb, Cr y Cd, por
microscopia electronica de transmision (JOEL JEM-
1010 TEM) en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (Guerrero-Jiménez et al., 2013; Castellanos-
Mendoza et al., 2014).

Biotransformaciéon de arsénico y cromo. Para la
deteccion de bacterias biotransformadoras de arsénico;
se inocularon en caldo LB durante 120 h a 29 °C, se
centrifugaron a 3400 rpm durante 30 min, se lavaron
con SSI estéril y se resuspendieron en 2 mL de la
misma solucion. Se inoculé 1 mL de la suspension en
5 mL de caldo LB adicionado con As*" y As>" incubado
a 29 °C por 120 h. En una microplaca se anadieron
150 uL del inéculo y 150 pL de AgNO, (0.1 M) a
cada pocillo. Un resultado positivo se interpretd con
base a la reaccion del indculo con AgNO, forméndose
una coloracion amarilla en As’" y café en As*. Como
control negativo se utilizo6 caldo LB con NaAsO, y
NaH,AsO, sin inocular (Simeonova et al., 2004).
En el caso de la biotransformacién del cromo; las
cepas bacterianas fueron inoculadas en caldo LB
suplementado con Cr®" durante 120 ha 29 °C. Se agregd
1.5 mL de difenilcarbanizada, el Cr°" contenido en
cada sobrenadante se determind mediante la medicion
de la absorbancia a 540 nm. El resultado positivo se
interpreto con base a la concentracion de Cr®" en el tubo
inoculado con cada una de las cepas y control negativo
se utilizo caldo LB adicionado con Cr® sin inocular
(Verma et al., 2009).

Identificacion molecular y filogenia de las bacterias
metalotolerantes. El DNA de las cepas se extrajo
de acuerdo al protocolo de Arnold y Lutzoni (2007).
Después, la amplificacion se realizé por PCR del gene
16S ARNr, en un volumen final de 25 pL siguiendo
el protocolo de Weisburg et al. (1991). Los productos
de PCR fueron limpiados, cuantificados, normalizados
y secuenciados directamente (Applied Biosystems
BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit) en la
Universidad de Arizona (Genetics Core. Bidirectional
sequencing was performed on an Applied Biosystems
3730x/ DNA Analyzer) (Foster City, CA, USA)
(Hoffman y Arnold, 2010). El consenso de secuencias
se realizo por ChromaSeq (Maddison y Maddison,
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2005), implementado en Mesquite v.2.6 (Maddison
y Maddison, 2009), los analisis filogenéticos se
realizaron en MEGA v. 7.0, se agruparon en unidades
taxonémicas operacionales (OTU) y se depositaron al
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
Estadistica. Los datos fueron analizados mediante
ANOVA de una via, comparando las medias mediante
el método Holm-Sidak, Sigma Plot 11.0. EIl nivel
de significancia fue con valor de P = 0.05. Los
experimentos se realizaron con tres réplicas y tres
repeticiones para cada uno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamientos de cepas nativas. De los jales mineros
El Fraile se aislaron 141 cepas basadas en las
caracteristicas macro y microscopica, aisladas de suelo,
rizosfera, tallos, agua y lixiviados respectivamente
(Figura 1, Cuadro 1). La diversidad bacteriana
en los sitios esta controlada por diversos factores
bidticos y abidticos de cada habitat que favorecen su
establecimiento y crecimiento; por lo cual es favorecida
en suelo y rizosfera por la disposicion de nutrientes.
Los géneros de Bacillus y Pseudomonas en suelo y

rizosfera, se adaptan mas facilmente a los cambios de
temperatura, pH y desecacion entre otros, y la seleccion
de resistencia a sustancias toxicas que les permiten
sobrevivir en sitios contaminados con metales, los
cuales representan un sitio hostil para su crecimiento
(Yu et al., 2014). Asi mismo, las asociaciones entre
planta-microorganismo-suelo se dan por medio de
interacciones quimicas, donde las plantas atraen a
diferentes poblaciones microbianas a su rizosfera para
su colonizacion (Schlatter ef al., 2015). Mientras que
en los tallos, agua y lixiviados representan un ambiente
poco propicio para la colonizacion de bacterias, debido
a la cantidad de nutrientes y al pH acido en lixiviados.
Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en
este estudio, donde el mayor nimero de cepas aisladas
corresponden a suelo y rizosfera. Roman-Ponce et
al. (2016) evaluaron la interaccion entre bacterias
endofitas de plantas y la contaminacién por As en
Prosopis laevigata y Sphaeralcea angustifolia en sitios
contaminados en San Luis Potosi, México, destacando
seis aislamientos con tolerancia a As™ y As*, y
concuerdan que la diversidad de las comunidades
endofitas es afectada por las concentraciones y el tipo
de metal asociado.

Figura 1. Sitios de muestreo en los jales El Fraile, a) agua, b) suelo, c) lixiviados y d) rizosfera. (fuente:

LMM y BA).

Figure 1. Sampling sites in mine tailings from El Fraile, a) water, b) soil, ¢) leachate, and d) rhizosphere.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de la comunidad bacteriana tolerantes a metales pesados aislada de diversa matriz ambiental de

los jales El Fraile, Taxco de Alarcén, Guerrero.

Table 1. Characteristics of the heavy-metal tolerant bacterial community isolated from the environmental matrix of El Fraile mine

tailings, Taxco de Alarcén, Guerrero.

s Pt lates - CM el Comleaies s s deniatos
% mM %

Suelo 41 Pb [8mM] 52 Chryseobacterium sp.
Rizosfera 33 Cu [4mM] 80 Staphylococcus sp.
Tallo 16 Cd [ImM] 57 Pseudomonas sp.
Agua 7 Ag [10mM] 71 Stenotrophomonas sp.
Lixiviados 3 Cr [ImM] 45 Enterobacter sp.

As (1II) [30mM] 45 Bacillus sp.

As (IV) [45mM] 94 Serratia sp.

Concentracion minima inhibitoria a metales Planococcus,  Staphylococcus,  Streptomyces 'y

pesados y metaloides. En la determinacion de la CMI
se observaron cambios en la morfologia y pigmentacion
de las colonias en funcion a la exposicion del metal
(Figura 2), particularmente las cepas aisladas de agua,
suelo y rizosfera presentaron cambios en presencia de
Pb*" y Zn?*; sin embargo, el mismo fenotipo se observo
en S. aureus cuando fue expuesta a HgCl,. La CMI para
cada uno de los metales evaluados en las 141 cepas se
presentan en el Cuadro 1. Los resultados obtenidos
en este estudio son similares a los de Moraga et al.
(2003), con respecto a Pseudomonas sp., y Alcaligenes
sp., donde 100% de las cepas fueron tolerantes a Pb*" y
As*, 77.7% a Cu*' y 36.4% a Ni.

Los géneros de Acetobacter, Acinetobacter, Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Methylococcus,
Xanthomonas,  Vibrio,  Bacillus,  Micrococcus,

Pseudomonas; también se describen como tolerantes
a Cu*, Cd*, Hg*, Mn*, Ni*" y Zn?" (Altalhi, 2009;
Martinez et al., 2010; Heck et al., 2015). Las bacterias
aisladas de la rizosfera en las plantas silvestres de los
jales El Fraile toleran mayores concentraciones de
metales que las aisladas de los lixiviados y se debe a que
los metales se encuentran disponibles por el pH acido
que presentan; algunos de estos géneros concuerdan
con los reportados por Toribio-Jiménez et al. (2014) en
los jales El Fraile tales como; Enterobacter, Klebsiella,
Solibacterium. Los reportes anteriores sugieren que
las bacterias pueden subsistir en ambientes diversos,
perturbados por metales pesados y metaloides en
diversas concentraciones y por ende han aprendido
a tolerar su efecto con la finalidad de persistir como
especie.

Figura 2. Ejemplos de los cambios de la morfologia colonial de las cepas en presencia y
ausencia de metales. a) Control (-) sin metal, b) Pb*" y ¢) Zn*.

Figure 2. Examples of morphological changes of bacterial strains in the presence and
absence of heavy metals. a) (-) control without metals, b) Pb* y ¢) Zn?*.
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Capacidad de bioacumulaciéon de metales pesados.
La tolerancia a metales pesados esta mediada por
diferentes mecanismos celulares; entre ellos, la
capacidad de expulsar, bioacumular y biotransformar
los metales pesados y metaloides entre otros (Marrero-
Coto et al., 2010). Los genes de resistencia a As estan
codificados en dos operones (arsRDABC y arsRBC).
El operén arsRDABC se ha descrito en plasmidos
en E. coli R773 (Saltikov y Olson, 2002), el operén
arsRBC en cromosoma o plasmidos de S. aureus pI258
(Jiy Silver, 1992). El arsR codifica para una proteina
metaloreguladora (ArsR), y modula la sobreexpresion
de arsR durante la bioacumulacién del arsénico, arsB
codifica para proteinas en la membrana plasmatica que
conforman bombas de expulsion, las cuales exportan
al arsenito del citoplasma hacia el exterior de la célula,
mientras arsC codifica proteinas que reducen el
arsenato a arsenito (Yang et al., 2015; Andres y Bertin,
2016).

Las bacterias presentes en los alrededores de los jales
mineros El Fraile, se observa bioacumulacion en 39%
de Ag*, 24% Pb* y 9% de Zn** respectivamente
(Figura 3), esta capacidad se correlaciona a que estos
metales estdn en mayor abundancia en el sitio en
concentraciones para Ag®* de 9.5-74.2 mg kg', Pb**
de 780.43-700 mg kg' y Zn** de 380-10 000 mg kg
segin lo reportado por Talavera-Mendoza et al.
(2005). A diferencia de este estudio, Costa y Duta
(2001) describen cepas de B. sphaericus, B. cereus
y B. subtilis, bioacumuladoras de Cu®’, Zn*, y Cd*".
En el estudio de El Baz et al. (2015) aislaron 59 cepas
de actinobacterias en areas de minas abandonadas,

todas fueron capaces de bioacumular Pb*. La
sobrevivencia de las cepas en ambientes altamente
toxicos es posiblemente en gran medida a su capacidad
de bioacumular y biotransformarlos. En este estudio
logré identificar cepas de los géneros de Enterobacter
(rizosfera), Stenotrophomonas y Acinetobacter (agua),
capaces de bioacumular Ag** y Zn**, y Staphylococcus
solo bioacumula Ag?" (rizosfera). De los géneros
identificados solo se encontraron reportados para
Enterobacter de biocumular Zn?* (Marrero-Coto et al.,
2010), en cuanto a Stenotrophomonas, Staphylococcus
y Acinetobacter, no se encontraron reportes con esa
capacidad. Los jales El Fraile por sus caracteristicas
es un ambiente que induce, selecciona y dota a las
bacterias nativas con mecanismos para tolerar la
toxicidad de metales.

Biotransformacion de arsénico. De las 141 cepas, 9%
muestran la capacidad de oxidar As**a As*"y 6% reducir
As® a As** esto fue observado en mayor proporcion
en las bacterias aisladas de rizosfera, seguido por las
de suelo y lixiviados. Drewniak y Sklodowska (2013)
reportaron en suelos mineros a P. azotoformans y A.
ferroxidans capaz de oxidaryreducirAsy Pandey y Bhatt
(2015) reportan a Exiguobacterium sp., As-9 capaz de
biotransformar y remover As hasta en 99% en China, y
se atribuye a la posible actividad de enzimas arseniato
reductasa, y arsenito oxidasa y arseniato reductasa
citoplasmatica que facilitan la biotransformacion del
As, como un mecanismo de detoxificacion. Nunes et al.
(2014), reportan la eficiencia de arseniato reductasa en
Desulfovibrio alaskensis G20, todo esto es valido dado
que diversas publicaciones comentan que la exposicion

Figura 3. Bioacumulaciéon de metales pesados por TEM en una cepa JMO01 aislada de rizosfera. a) Pb, b) Cr,
y¢) Cd.
Figure 3. Heavy metal bioaccumulation by TEM of JMO01 strain isolated from the rhizosphere. a) Pb, b) Cr,
and c) Cd.
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al As de las bacterias nativas en sitios contaminados
tienen la capacidad de oxidarlo o reducirlo.

Biotransformacion de cromo. Solo 24% de todas las
bacterias en El Fraile reducen el Cr®, y las de rizosfera
lo biotransforman en 64%. Poornima et al. (2010)
reportd una cepa de Pseudomonas sp., con capacidad
de reducir el Cr® hasta 97.8% partiendo de una
concentracion inicial de 100 pg mL"', en 24 h a pH de
5.0. Oves et al. (2013), reportan la reduccion de 1800
ug mL! del metal en P. aeruginosa OSG41 en 120 h
en pH de 6-8., y B. brevis redujo 78.5 % (Verma et al.,
2009), la reduccion microbiana del Cr®" es catalizada
por enzimas solubles, excepto en P. maltophila O-2y B.
megaterium TKW3, que utilizan reductasas asociadas
a la membrana (Cheung y Gu, 2007). La reduccién

significativa del Cr® a Cr** es importante porque
transforma al Cr toxico y movil en especies reducidas
inocuas e inmoviles, fundamental para los procesos de
biorremediacion (Ahemad, 2014).

Identificacion molecular y filogenia de bacterias
metalotolerantes. Los géneros  bacterianos
identificados corresponden a Chryseobacterium,
Staphylococcus, Acinetobacter, Stenotrophomonas,
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, y Serratia
(Cuadro 1 y Figura 4). Por otra parte, Yu et al. (2014)
aislaron 136 cepas de suelo de la mina V-Ti magnetita
en China e identificaron que el mayor nimero de
aislamientos fueron B. subtilis (32), B. pumilus (14),
Rhizobium sp. (29) y O. intermedium (13).

NR 136501 Pseudomonas donghuensis strain HY'S
100|NR 113651 Pseudomonas putida strain NBRC 14164
NR 145644 Pseudomonas alkylphenolica strain KL28
39| 'KY 936850 Pseudomonas sp. strain RC51a

NR 116793 Stenotrophomonas pavanii strain ICB 89
NR 116366 Stenotrophomonas chelatiphaga strain LPM-5

44| 99| NR 041577 Stenotrophomonas maltophilia strain IAM 12423

o0
|z

KY 936869 Stenotrophomonas sp. strain Alb
89|NR 117629 Acinetobacter tjernbergiae strain DSM 14971
NR 102814 Acinetobacter oleivorans strain DR1
10Q;NR 042026 Acinetobacter gyllenbergii strain RUH 422
90' KY 936870 Acinetobacter sp. strain A3a
48 NR 025341 Serratia proteamaculans strain DSM 4543
821" NR 025340 Serratia grimesii strain DSM 30063
651 KY 936824 Serratia sp. strain RC42
NR 025339 Serratia fonticola strain DSM 4576
4 98 KY 936859 Enterobacter sp. strain RC20
1 NR 113614 Enterobacter aerogenes strain NBRC
99|;NR 126208 Enterobacter xiangfangensis strain 10-17
99'NR 116756 Enterobacter cancerogenus strain LMG 2693

KY 936822 Chryseobacterium sp. strain RP10
KY 936835 Chryseobacterium sp. strain RC44
KY 936862 Chryseobacterium sp. strain RC18a
100|NR 117832 Chryseobacterium vietnamense strain GIMN1.005

NR 126254 Chryseobacterium bernardetii strain G229
17INR 112975 Chryseobacterium indologenes strain NBRC 14944
721NR 025922 Staphylococcus warneri strain AW 25
99 NR 024669 Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129
KY 936856 Staphylococcus sp. strain RP4
NR 024668 Staphylococcus lugdunensis strain ATCC 43809
711 1KY 936832 Bacillus sp. strain RC28
NR 121761 Bacillus toyonensis strain BCT-7112
99| NR 112780 Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235
NR 074540 Bacillus cereus strain ATCC 14579
NR 114947 Fusobacterium varium strain ATCC 8501

Figura 4. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia de nucleétidos del gen 16S ARNr
de 10 aislados bacterianas de los jales mineros El Fraile (negritas). Fusobacterium varium
(ATCC 8501) fue incluida como grupo externo. El arbol se construyd utilizando el método
Neighbor-Joining con 1000 réplicas de Bootstrap (Saitou y Nei, 1987).

Figure 4. Phylogenetic tree obtained from 16S rRNA gene sequences of ten bacterial isolates
from El Fraile mine tailings (bold type). Fusobacterium varium (ATCC 8501) was included as
outgroup. The tree was built using the neighbor-joining method with 1000 bootstrap replications

(Saitou and Nei, 1987).
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CONCLUSIONES

Se aislaron 141 cepas bacterianas de agua,
lixiviados, suelo, rizosfera y tallos de plantas de los
jales El Fraile, Guerrero, México. Estas bacterias
demostraron capacidad de tolerar, acumular y
biotransformar diferentes metales pesados y metaloides.
La identificacion molecular demostr6 que pertenecen
a los géneros Chryseobacterium sp., Staphyloccoccus
sp., Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus
sp., Serratia sp., y Enterobacter sp. Estas bacterias
han demostrado poseer caracteristicas importantes
que se requieren para la biorremediacion de zonas
altamente contaminadas por actividades mineras, es
necesario realizar mas trabajos que permitan conocer
su potencial en los procesos de biorremediacion de
sitios contaminados.
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