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Resumen

La contaminacion por metales pesados representa una problematica ambiental creciente en México, donde la actividad
industrial y minera ha contribuido a la acumulacion de elementos toxicos como Arsénico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb)
en suelos y cuerpos de agua. Estos metales generan efectos adversos en la salud humana y en los ecosistemas, ya que no se
degradan con facilidad y se acumulan en los ecosistemas. En este contexto, los microorganismos endofitos (bacterias y
hongos que habitan los tejidos internos de las plantas de manera asintomatica) han demostrado potencial aplicacion como
herramienta en biorremediacion, gracias a su capacidad de tolerar y transformar metales pesados. En este estudio se
selecciond Vachellia farnesiana (Huizache) como planta hospedera debido a su amplia distribucion y presencia en zonas
impactadas por contaminantes. Se aislaron 9 bacterias endofitas a partir de hojas de Huizache de la zona de Potrero Chico
(Hidalgo, Nuevo Leodn). Se realizaron ensayos de tolerancia (capacidad de crecer en medio sélido) a Cd, Pb, y As en medios
solidos a diferentes concentraciones. La cepa endofita de Acinetobacter baumannii fue la inica cepa capaz de tolerar el Cd
a 8 ppm. Mientras que Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae y Shigella sp. mostraron tolerancia a 500 ppm de
Pb, evidenciando su potencial uso en estrategias de biorremediacion de ambientes contaminados por metales pesados.
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Abstract

Heavy metal pollution represents a growing environmental issue in Mexico, where industrial and mining activities have
contributed to the accumulation of toxic elements such as arsenic (As), cadmium (Cd), and lead (Pb) in soils and water
bodies. These metals generate adverse effects on human health and ecosystems, as they do not easily degrade and tend to
accumulate in the environment. In this context, endophytic microorganisms (bacteria and fungi that inhabit the internal
tissues of plants asymptomatically) have shown potential applications as tools for bioremediation due to their ability to
tolerate and transform heavy metals. In this study, Vachellia farnesiana (Huizache) was selected as the host plant because
of'its wide distribution and presence in areas impacted by pollutants. Nine endophytic bacteria were isolated from Huizache
leaves collected in the Potrero Chico area (Hidalgo, Nuevo Ledn). Tolerance assays (growth capacity on solid medium)
were performed for Cd, Pb, and As on solid media at different concentrations. The endophytic Acinetobacter baumannii
strain was the only one capable of tolerating Cd at 8 ppm. Meanwhile, A. baumannii, Klebsiella pneumoniae, and Shigella
sp. showed tolerance to 500 ppm of Pb, demonstrating their potential use in bioremediation strategies for environments
contaminated with heavy metals.

Keywords: bioremediation; endophytic microorganisms; heavy metals; Huizache
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alternativa  sostenible a las practicas agricolas
convencionales, ya que reducen la dependencia de
fertilizantes y pesticidas sintéticos. Ademads, cuentan con
la capacidad para tolerar y reducir la toxicidad de metales
pesados en suelos (1,4). Las bacterias endofitas pueden
crecer en presencia de estos contaminantes empleando
estrategias de biorremediacion, como la biosorcion
(adsorcion de metales pesados en su superficie) y la
bioacumulacion (almacenamiento intracelular de metales)
reduciendo la toxicidad en los suelos (5). Esto representa
una alternativa para la biorremediacion del medio

ambiente, lo que resulta en ecosistemas mas saludables.

Particularmente, la contaminaciéon por metales
pesados es una problematica creciente en ciudades
industrializadas como Monterrey y Ciudad de México. La
actividad humana diaria (como el alto trafico vehicular),
industrial y la mineria generan contaminantes como plomo
(Pb), cadmio (Cd) y arsénico (As). Estos metales pueden
ser absorbidos por via inhalatoria, dérmica y por ingestion.
La exposicion constante a ellos estd asociada con
problemas respiratorios y cardiovasculares, asi como un
mayor riesgo de desarrollar diversos tipos de cancer (6,7).
Las técnicas tradicionales para remediar este tipo de
contaminacion son destructivas, costosas y poco
sostenibles, lo que resalta la necesidad de soluciones mas
efectivas y ecologicas (4).

En este trabajo se selecciond Vachellia
farnesiana (Huizache) como potencial hospedera de
bacterias endofitas al cumplir con los criterios
establecidos en la literatura para aislar microorganismos
endofitos (2,8)

Estrategias interesantes de supervivencia
Especies con historia etnobotanica
Plantas endémicas

Crecer en areas biodiversas

Ser asintomaticas

e

Incorporar bacterias enddfitas en actividades,
como la agricultura, representan una alternativa para
mitigar las problematicas causadas por la contaminacion
generada por los metales pesados. El objetivo de este
proyecto es aislar y realizar una identificacion preliminar
de bacterias endofitas de V. farnesiana ¥ con potencial
para biorremediacion de metales pesados como Pb, Cd y
As.

Ademas, este proyecto se alinea con Objetivos
de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030, incluyendo
el ODS 3 (Salud y bienestar), ODS 11 (Ciudades y
comunidades sostenibles), ODS 12 (Produccién y
consumo responsable), ODS 13 (Accion por el clima) y
ODS 15 (Vida y ecosistemas terrestres), promoviendo

practicas agricolas mas sostenibles y saludables
(Organizacion de las Naciones Unidas, 2025) (9).

2. Metodologia

2.1. Aislamiento e identificacion de las bacterias
enddfitas.

Se tomaron hojas sanas de 4 ejemplares de Vachellia
farnesiana, debido a su alta disponibilidad y a que son
tejidos expuestos a la contaminacion por metales pesados
en el aire. El muestreo fue realizado en Potrero Chico
(Hidalgo, Nuevo Ledn - 25.943102, -100.477148). El
material vegetal fue transportado al laboratorio en bolsas
tipo Ziploc®. El tejido vegetal fue lavado con agua
corriente y agua destilada. En condiciones de esterilidad,
se realiz6 una desinfeccion superficial sumergiendo las
hojas en etanol al 70% (v/v) por 40 segundos y por 20
segundos en hipoclorito de sodio al 4% (m/v). El tejido
vegetal fue lavado con agua destilada estéril después de
cada etapa y posteriormente fue secado con papel
adsorbente estéril. Se incubaron 100 pL del ultimo lavado
con agua para realizar un control de eficacia de la
desinfeccion. El material vegetal se triturd en un mortero
estéril con 5 mL de solucion salina estéril para sembrar por
dilucién en placa, obteniendo diluciones 10°, 10" y 1072,
Cada concentracion se inoculd por triplicado y se inoculd
en cajas de Petri con medio agar nutritivo (AN)
suplementados con cicloheximida a 50 mg/L para inhibir
el crecimiento fingico. Las cajas fueron incubadas a 30 °C
(10). Se identificaron colonias aisladas después de 18
horas de incubacion y se resembraron para determinar su
pureza. Después de esta resiembra se procedio a
identificar las bacterias endofitas.

Se realiz6 tinciéon Gram para identificar la morfologia
de las bacterias. Las bacterias con morfologia de bacilos y
bacilos cortos Gram negativas se identificaron por las
pruebas bioquimicas Indol, rojo metilo, Vogues Proskauer
y citratos (IMViC). A las bacterias con morfologia de
cocos Gram positivas se identificaron por la prueba de
catalasa y coagulasa (10).

2.2. Prueba de tolerancia a metales pesados.

Las pruebas de tolerancia se realizaron en medios de
AN suplementados con los metales. Se prepar6 AN
adicionado con las siguientes concentraciones: 300 ppm,
500 ppm y 1000 ppm de Pb; 3 ppm, 5 ppm y 8 ppm de
Cadmio; y 5 ppm, 10 ppmy 15 ppm de As. Posteriormente
se realiz0 la siembra por estria de la bacteria en cada uno
de los metales, la cual provenia de cultivos de 18 — 24 h
de crecimiento previo. Cada prueba se realizd por
triplicado. Se determiné como: (-) inhibicidén, (+)
tolerancia leve, (++) tolerancia moderada, (+++)
tolerancia alta [14] al ser comparadas con un grupo control
(sin exposicion a metal) (8).
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3. Resultados y discusion

3.1 Aislamiento e identificacion de las bacterias
endoéfitas.

A pesar de ser el primer trabajo del cual se aislan
bacterias endofitas de V. farnesiana resalta que la mayoria
de los microorganismos aislados son bacilos y cocobacilos
gram negativos de la familia de las enterobacterias (Tabla
1), lo cual tiene concordancia con la literatura, donde
resalta esta familia de microorganismos como endoéfitos

(11).

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las bacterias endofitas
aisladas de V. farnesiana.

Bacteria Morfologia

Afl Cocobacilos Gram negativos
Af-II Cocobacilos Gram negativos
Af-IIL Bacilos Gram negativos
Af-IV Bacilos Gram negativos
Af-V Cocos Gram positivos
Af-VI Bacilos Gram negativos
Af-VII Coco Gram positivos
Af-VIII Cocobacilos Gram negativos
AfIX Cocobacilos Gram negativos

Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquimicas IMViC aplicadas
a bacterias endéfitas Gram negativas.

Bacteria | Indol | Movil | H2S | Citrato | LIA | RMVP

AL | O | O o o [l o

AfI ©) QIO ® |6 VP

Af-I1 *) ©) ©) (*+) | DC (@)

ATV O ®H |06 ) ) )

Af-VI *) ©) ©) () | DC Q)

AEVIL | () ©) ©) ) |DA] &)

AfIX & O |l o] @ [pc] e

LIA= Agar lisina hierro; RM/VP = rojo metilo/Vogues-
Proskauer; (-) = negativo; (+) = positivo; DC = descarboxila; DA
= desamina

Tabla 3. Identificacion presuntiva de bacterias endofitas
mediante pruebas bioquimicas

Previo a cualquier aplicacion, es fundamental
identificar de forma exacta las bacterias mediante técnicas
como la secuenciacion. Ya que, algunos de los géneros
identificados preliminarmente en las bacterias aisladas son
de interés para la salud humana (12). Por lo tanto, es vital
confirmar la ausencia de patogenicidad y de genes de
resistencia a antibidticos en estas cepas, garantizando asi
su inocuidad ambiental.

3.2. Prueba de tolerancia a metales pesados.

El 30% de las cepas endoéfitas (n=3) presentd
una alta tolerancia a 500 ppm de Pb y a 5 ppm de Cd.
Mientras que el 55% (n=5) present6 una tolerancia alta a
15 ppm de As, siendo la mayor concentracion de este
metal empleada en este trabajo. En ninguin caso se observo
la produccion de pigmentos. Por lo tanto, los metales
mejor tolerados por la mayoria de las bacterias son Pb, Cd
y As (Tablas 4, 5 y 6). Estos metales han sido reportados
por su alta presencia en el area metropolitana de
Monterrey, contribuyendo a su posible tolerancia
(Guzman-Velasco et al., 2021). Contrario al Zn, el cual
esta relacionado a la mineria (6), la cual no es una
actividad comun en el estado de Nuevo Ledn.

Tabla 4. Tolerancia de bacterias endoéfitas aisladas de V.
farnesiana a diferentes concentraciones de plomo (Pb).

Concentracion de plomo (ppm)
Bacteria 300 500 1000

Af-1 +++ -+ -
Af-11 4+ +++ -
Af-TIT - - -
Af-IV +++ + -
Af-V +++ - .
Af-VI +++ -+ -
Af-VII +++ + -
Af-VIII +++ + -
Af-IX +++ - -

Interpretacion: (-) inhibicién, (+) tolerancia leve, (++) tolerancia
moderada, (+++) tolerancia alta.

Tabla 5. Tolerancia de bacterias endodfitas aisladas de V.
farnesiana a diferentes concentraciones de cadmio (Cd).

Concentracion de cadmio (ppm)

Bacteria Posible especie Bacteria 3 5 ]
Af1 Acinetobacter sp. AfI [T 4t +
Af-1T Klebsiella pneumoniae AfIT A A+ -
Af-III Providencia rettgeri Af-IIT - - -
AfIV Morganella morganii Af-IV + + -
Af-VI Shigella sp. Af-V + + -
Af-VIII Enterobacter cloacae Af-VI + + -
Af-IX Klebsiella aerogenes Af-VIL R + -
Af-VIII +H+ +++ -

Las bacterias endofitas coco Gram positivas AFIX R + -

(Af-V y Af-VII) dieron positivo a la prueba de catalasa y
negativo a la prueba de coagulasa, por lo que son del
género Staphylococcus.

Interpretacion: (-) inhibicién, (+) tolerancia leve, (++) tolerancia
moderada, (+++) tolerancia alta.
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Tabla 6. Tolerancia de bacterias endofitas aisladas de V.
farnesiana a diferentes concentraciones de arsénico (As).

Concentracion de arsénico (ppm)
Bacteria 5 10 15
Af-l +++ +++ +++
Af-11 +++ 4+ +++
Af-TIT - - -
Af-IV ++ ++ +
Af-V ++ ++ ++
Af-VI +++ +++ +++
Af-VII +++ 4+ +++
Af-VIII +++ 4+ +++
AFIX + + -

Interpretacion: (-) inhibicién, (+) tolerancia leve, (++) tolerancia
moderada, (+++) tolerancia alta.

El resultado mas destacado es que la cepa Af-1
(A. baumannii) present6 una tolerancia a 500 ppm de Pb y
a 8 ppm de Cd. Se ha atribuido la tolerancia a metales a
bombas de eflujo y a la produccion de biopelicula, las
cuales pueden contribuir, a su vez, resistencia a los
farmacos (13,14). Esto concuerda con los reportes de la
OMS, en los cuales A. baumannii es una bacteria de
importancia critica por su resistencia a farmacos (12).
Similar al caso de la bacteria Af-II (K. pneumoniae) la cual
presento tolerancia a 500 ppm de Pb y tolerancia alta a 5
ppm de Cd. Actualmente cepas de estas dos bacterias son
de importancia clinica por su resistencia a farmacos (12).
Otra bacteria destacada es Af-VI (Shigella sp.) la cual
presentd tolerancia fuerte a 500 ppm de Pb y tolerancia
leve a 5 ppm de Cadmio. Se han reportado que las cepas
de esta bacteria se encuentran en prioridad alta por su
resistencia a farmacos (12).

En la literatura se reporta que concentraciones
cercanas a 100 ppm de Pb y 1 ppm de Cd empiezan a ser
toxicas para la mayoria de los microorganismos.
Comparado con nuestros resultados, las bacterias
endofitas de V. farnesiana toleran moderadamente
algunos metales pesados, sobre todo Pb, Cd y As e incluso
a concentraciones mayores a la LDso (8,15).

Las Figuras 1, 2 y 3 ilustran de manera representativa la
capacidad de crecimiento de algunas bacterias endofitas
aisladas en presencia de concentraciones elevadas de
arsénico, plomo y cadmio, respectivamente. En la Figura
1 se observa el crecimiento de las cepas Af-]
(Acinetobacter baumannii), Af-II (Klebsiella
pneumoniae) y Af-IV (Morganella morganii) en medio
so6lido suplementado con 15 ppm de As, evidenciando una
tolerancia alta, lo que sugiere la posible activacion de
mecanismos de resistencia como sistemas de eflujo o
transformacion metabolica del arsénico. En la Figura 2 se
muestra el crecimiento de las cepas Af-IV, Af-V
(Staphylococcus sp.) y Af-VI1 (Shigella sp.) a 300 ppm de
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Pb, confirmando la elevada tolerancia al plomo observada
en los ensayos semicuantitativos, particularmente en
bacterias Gram negativas. Finalmente, la Figura 3
evidencia que las cepas Af-I, Af-Il y Af-III presentan
crecimiento en presencia de 5 ppm de Cd, aunque con
diferentes niveles de tolerancia, siendo 4. baumannii la
unica capaz de crecer a concentraciones mayores de este
metal. En conjunto, estas observaciones visuales
respaldan los resultados tabulados y refuerzan el potencial
de las bacterias endofitas de V. farnesiana como
candidatas para aplicaciones de biorremediacion en
ambientes contaminados por metales pesados.

Los resultados evidencian la capacidad de las bacterias
endofitas de V. farnesiana para tolerar Pb, As y Cd. Lo
que las convierte en una potencial herramienta para
mitigar la contaminacion.

Figura 1. Crecimiento de las bacterias endofitas Af-I
(Acinetobacter baumannii), Af-11 (Klebsiella pneumoniae) y Af-
IV (Morganella morganii) en medio agar nutritivo suplementado
con 15 ppm de arsénico (As).

Figura 2. Crecimiento de las bacterias endofitas Af-IV
(Morganella morganii), Af-V (Staphylococcus sp.) y Af-VI
(Shigella sp.) en medio agar nutritivo suplementado con 300 ppm
de plomo (Pb).
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Figura 3. Crecimiento de las bacterias endofitas Af-I
(Acinetobacter baumannii), Af-11 (Klebsiella pneumoniae) y Af-
1II (Providencia rettgeri) en medio agar nutritivo suplementado
con 5 ppm de cadmio (Cd).

4. Conclusiones

Las bacterias endodfitas aisladas de las hojas de V.
farnesiana presentan tolerancia a plomo, cadmio y
arsénico, mostrando crecimiento en presencia de estos
metales, incluso a concentraciones superiores a los niveles
reportados como letales para bacterias en otros estudios.
Estos resultados son altamente prometedores para su
posterior estudio sobre su posible uso como herramienta
biotecnologica para la  biorremediacion.  Estos
microorganismos seran posteriormente analizados por
secuenciacion de su gen 16s ribosomal, el cual
indudablemente nos dira género y especie de cada bacteria,
homologando con los resultados obtenidos por las pruebas
bioquimicas (10).
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