
596

Manuel Alexander Rojas, Oscar Amable Vivanco Galván.
Volumen 3 / Número 2     •     http://www.revistabionatura.com

Análisis de comunidades bacterianas asociadas a la rizósfera de especies 
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dos por metales pesados.
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sis and Erato polymnoides in heavy metals polluted soils.

Manuel Alexander Rojas1, Oscar Amable Vivanco Galván2. DOI. 10.21931/RB/2018.03.02.6
Resumen: En ciertos ecosistemas contaminados, varios microorganismos como las bacterias pueden mejorar la producción de 
biomasa y la tolerancia de las plantas frente a metales pesados como condiciones de estrés. En este contexto el presente estudio 
busca la identificación y comparación de las comunidades bacterianas que se encuentran asociadas a especies vegetales (i.e. 
Miconia zamorensis y Erato polymnoides) mediante el empleo de las técnicas moleculares: PCR y secuenciación de Sanger. Las 
bacterias se obtuvieron a partir de aislamientos a partir de muestras de suelo de la rizósfera contaminados por metales pesados. 
El análisis molecular se basó en la amplificación de una región parcial del ARNr 16S. El análisis filogenético evidenció que los 
microorganismos aislados pertenecen a tres géneros: Bacillus, Lysinibacillus y Serratia los cuales son géneros de bacterianas 
con capacidad PGPR (plant growth promoting rhizobacteria). Con esta información se contribuye al conocimiento de la diversidad 
cultivable de microorganismos, así mismo a futuro puede ser usada en proyectos para biorremediar suelos contaminados.

Palabras Claves: Herramientas moleculares, 16S ARN ribosomal, rizobacterias PGPR. 

Abstract: Polluted ecosystems has severaL microorganisms such as bacteria can improve biomass production and tolerance 
to heavy metals and stress condition . In this context, the present study is focus in the identification and comparison of the 
bacterial communities associated to vegetal species (i.e. Miconia zamorensis and Erato polymnoides). The bacterial isolates were 
obtained from rhizosphere of polluted heavy metal soils. Molecular analysis was based on the amplification of a partial region 
of 16S rRNA. The phylogenetic analysis reveal that the isolated microorganisms belong to three genera: Bacillus, Lysinibacillus 
and Serratia, members of PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) bacteria. This information contribute to the knowledge 
bacterial fraction cultivable, in the future the information can be used in bioremediation projects.
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Introducción
En Ecuador la actividad minera artesanal de pequeña escala 

genera un alto grado de contaminación ambiental, sobre todo 
aquella relacionada con la extracción de oro, ya que la extracción 
de este mineral requiere del uso de metales pesados como 
mercurio, plomo y sustancias químicas como cianuro, ácido 
sulfúrico, entre otros1, los mismos que causan contaminación 
de todos los ecosistemas contiguos2.

Ademas, como consecuencia de la actividad humana, 
se generan concentraciones elevadas de metales pesados 
residuales en el suelo3, los cuales son difícilmente biodegradados 
y por lo tanto se acumulan en el medio ambiente4, causando 
cambios en la composición, biomasa y actividad de las 
comunidades microbianas, lo que resulta en efectos adversos 
sobre la salud de las plantas, limitando el crecimiento vegetal, la 
cobertura vegetal, y la calidad de los cultivos5. También ejercen 
un efecto perjudicial en la cadena alimenticia de varias especies 
y causan la muerte de muchos animales que consumen plantas 
con un alto contenido de metales pesados3. Adicionalmente, 
la contaminación de las cadenas alimenticias y las fuentes de 
agua, tiene efectos adversos sobre la salud humana, ya que 
muchos de estos metales pesados y metaloides son tóxicos 
y pueden causar efectos no deseables y problemas severos, 
incluso a bajas concentraciones4.

Los desechos de la minería se han convertido en una grave 

problema en todo el mundo que incrementa cada vez más 
con la industrialización y que requiere atención inmediata4. 
Actualmente las nuevas tecnologías como la biorremediación, 
apuntan al uso de especies vegetales y microorganismos 
rizosféricos para remover, contener o retener contaminantes, 
convirtiéndose en una alternativa de bajo costo y con enormes 
ventajas ambientales, haciéndola de gran interés en todo 
el mundo para recuperar suelos contaminados por metales 
pesados4, 6.

La fitorremediación es una nueva tecnología promisoria que 
implica el uso de plantas que tienen la capacidad para mejorar 
el suelo y/o la calidad del agua mediante la inactivación o la 
translocación de los contaminantes en los diferentes órganos 
de la planta sin efectos negativos en la actividad biológica, 
estructura y fertilidad del suelo7. Sin embargo, el éxito de 
la fitorremediación también depende de las asociaciones 
beneficiosas entre los microorganismos del suelo (como las 
bacterias de la rizósfera) y las plantas, en donde la planta 
proporciona una fuente de carbono para las bacterias, y a su 
vez, las bacterias son capaces de producir ciertas substancias 
o metabolitos, que promueven el crecimiento de la planta, 
la cual ayuda a disminuir el impacto negativo de la toxicidad 
por metales pesados7. Las bacterias también pueden actuar 
sobre estos contaminantes, a través de la bioacumulación, 
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inmovilización o removiéndolos más fácilmente del ambiente a 
través de la quelación de metales y la subsecuente eliminación 
mediante la secreción de exopolisacáridos8, 9.

En base a toda esta problemática, el presente proyecto 
busca la identificación y comparación de las comunidades 
bacterianas asociadas a la rizósfera de especies vegetales 
Miconia zamorensis y Erato polymnoides.

Con esta información, a futuro, se podrá trabajar en 
aplicaciones biotecnológicas que incluyan el uso de consorcios 
microbianos con capacidad de biorremediar zonas contaminadas.

Methods

Obtención de aislados bacterianos.
Para el desarrollo del presente proyecto de investigación, 

la colección de bacterias de la Universidad Técnica Particular 
de Loja (UTPL) proporcionó aislados bacterianos para la 
identificación molecular correspondientes a dos áreas de 
muestreo: zona uno corresponde al vertedero de desechos 
mineros (contaminado) se eligieron cepas obtenidas de la 
rizosfera de Miconia y Erato (24 cepas por especie vegetal); la 
zona dos (control) es un sitio ubicado a 50 metros, de donde 
se emplearon cepas bacterianas de Miconia y Erato (24 cepas 
por especie vegetal);. El estudio contempla el análisis de 96 
cepas en total.

Reactivación en medio de cultivo líquido.
Las cepas bacterianas proporpocionadas por la colección 

UTPL fueron reactivadas después de un periodo de tiempo en 
congelación de 8 semanas, para lo cual, se procedió a inocular 
300 µL de cada cultivo bacteriano en un tubo con 10 ml del 
medio líquido, BBL™ Trypticase™ Soy Broth (TSB), los tubos 
fueron sellados independientemente con parafilm y cubiertos 
con papel aluminio para incubarse a 27°C en agitación continua 
(75 rpm - 24 horas). Esto con el objetivo de incrementar la 
biomasa bacteriana para la extracción de ADN.

Caracterización molecular de bacterianas.
Se procedió a realizar la extracción de ADN de las 96 cepas 

bacterianas reactivadas en el medio de cultivo líquido por 24 
horas, para ello se empleó el kit de extracción UltraClean 
Microbial DNA Isolation kit (MoBio) siguiendo el protocolo del 
fabricante.

Para la identificación de las cepas bacterianas, la región 
parcial V3 del ARNr 16S fue amplificada mediante PCR 
aplicando los primers Eub338 5’ -ACT CCT ACG GGA GGC 
AGC AG- 3’ (forward) y Eub518 5’ -ATT ACC GCG GCT GCT 
GG- 3’ (reverse)11 y con la ayuda de un termociclador (Applied 
Biosystem).  Las condiciones de PCR fueron: desnaturalización 
inicial de 9 min a 94ºC seguido de 30 ciclos de 45 segundos 
a 94°C, 45 segundos de alineamiento a 55°C, y una extensión 
de 45 segundos a 72°C, y una etapa de polimerización final 
de 72°C durante 7 min. Cada reacción (25 µL) contenía: 5 U 
de GoTag DNA polimerasa (PROMEGA), 5 µL de buffer de 
reacción 5X, MgCl2 1 mM, 1 µL de ADN molde, 0,2 mM de 
dNTPs (PROMEGA) y 0,25 µL de cada primer.

Los amplicones de la PCR fueron separados mediante 
una corrida electroforética a 128 voltios y 300 mA durante 
25 minutos en gel de agarosa al 1%, preparado con buffer 
SB1X y SYBR®Safe para la visualización del ADN en el gel. Las 
muestras se prepararon tomando 2 µL del producto de la PCR 
mezclado con 1 µL de buffer (5X Green GoTaq®Flexi Buffer) y 
se cargaron en cada pocillo del gel junto con 2 µL del marcador 

de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen) en el último 
pocillo.

Una vez terminada la comprobación de todos los productos 
de la PCR mediante electroforesis, se procedió a realizar la 
purificación de ADN, para lo cual, se utilizó el kit Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo el protocolo del 
fabricante.

Los productos de PCR purificados, fueron colocados en una 
placa de 96 pocillos con un volumen de 15 µL por muestra, se 
sellaron y se enviaron a la compañía Macrogen, Korea (http://
www.macrogen.com/kor/) para la obtención de las secuencias.

Análisis Bioinformático y filogenético.
El análisis fue realizado a partir de las 96 secuencias 

obtenidas, correspondientes a Erato control24, Miconia 
control24, Erato contaminado24, Miconia contaminado24.

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa 
BioEdit (Versión 7.2.5) y luego comparadas con secuencias en 
la base de datos del GenBank utilizando la opción Blast del 
sitio web NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para 
encontrar secuencias estrechamente relacionadas e identificar 
las cepas bacterianas.

Sobre la base de máxima identidad, fueron seleccionadas 
las primeras diez secuencias y utilizando la herramienta 
MAFFT (Versión 7, estrategia G-INS-i), fueron alineadas junto 
con las secuencias obtenidas de los aislados bacterianos.

El análisis filogenético, se realizó utilizando el software 
MEGA7. El árbol filogenético fue inferido usando el método 
de Máxima Verosimilitud. Las divergencias de las secuencias 
se cuantificaron utilizando el modelo de distancia “Kimura-2-
Parameter”. Para el tratamiento de los gaps, se eligió la opción 
“Use all sites”. Se calcularon un total de 1000 repeticiones de 
bootstrap.

Resultados y discusión

Viabilidad de cepas.
Se determinó una viabilidad del 100 % de las cepas usadas 

luego de ser reactivadas en medios específicos, previo a la 
extracción de ADN.

Verificación de los amplicones a través de electroforesis.
Un total de 96 muestras fueron analizadas mediante 

electroforesis y se confirmó que todos los fragmentos 
de ADN amplificados tienen los tamaños esperados de 
aproximadamente 200 pares de bases en relación al marcador 
de peso molecular. La figura 1 muestra los resultados de los 
productos amplificados por PCR de un grupo de muestras con 
los primers Eub338 y Eub518.

Para el desarrollo del presente estudio, se realizó 
la amplificación de una región parcial del ARNr 16S 
correspondiente a la región hipervariable V3 del gen, cuyo 
tamaño aproximado es de 200 pb. Dicha región ha demostrado 
ser la más destacada para estudios de diversidad bacteriana 
debido a su mayor variabilidad y secuencia hipervariable más 
larga12.

Análisis de secuencias y comparación en base de datos.
Luego de realizar el análisis de cada cromatograma, se 

determinó que 61 secuencias presentan cromatogramas de 
buena calidad para el análisis bioinformático. Las 35 secuencias 
faltantes no se utilizaron para la identificación molecular, ya 
que estas secuencias presentaban cromatogramas fallidos o 
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irregulares.
Las 61 secuencias de las cepas bacterianas fueron 

analizadas a través de BLAST, mostrando una similitud del 
99 - 100% con las secuencias homologas cercanas a la base 
de datos del GenBank. La identificación filogenética de los 
aislados bacterianos, basada en la secuenciación de la región 
parcial V3 del gen 16S ARNr se muestra en la Tabla 1.

Análisis filogenético de Bacterias.
El análisis filogenético basado en la secuenciación del 

gen ARNr 16S, reveló la similitud de los aislados bacterianos 
a los géneros Bacillus y Lysinibacillus pertenecientes al 
filo Firmicutes y Proteobacteria (género Serratia). El árbol 
construido por el método de Máxima Verosimilitud confirmó la 
posición filogenética de las cepas bacterianas (Figura 2). 

En el presente estudio, se ha podido conocer la presencia 
de los géneros bacterianos Bacillus, lysinibacillus y Serratia, de 
más frecuente a menos frecuente respectivamente, tanto en 
la zona contaminada como en la zona control no contaminada 
(Figura 3 y Figura 4). Estos resultados son comparables con 
estudios realizados por donde mencionan que la abundancia 
del phylum Firmicutes (géneros Bacillus y Lysinibacillus)13,14, 
se debe a que en el suelo existen condiciones que pueden 
favorecer el crecimiento de estos microorganismos, tales 
como, una mayor disponibilidad de nutrientes (carbono orgánico 
y porcentaje de nitrógeno y fosforo), altos niveles de humedad 
y salinidad extrema. Además, especies del género Bacillus, son 
cosmopolitas y se caracterizan por la formación de endosporas 
que les permite sobrevivir a diversas condiciones inhóspitas 
por largos periodos de tiempo, razón por la cual pueden ser 
hallados en la mayor parte de las muestras de suelo y agua 
en todo el planeta, además de poder prevalecer en el aire y en 
diversos huéspedes como las plantas15, en las que también es 
común encontrar una abundancia de este género en especies 
vegetales de la división Magnoliopsida16, 17.

La exposición a concentraciones elevadas de metales 
pesados, puede ser un factor adicional que puede llevar a 
la selección de estos microrganismos y favorecer a los más 
tolerantes o resistentes en los suelos de la rizósfera, debido 
a la rápida adaptación de estos microorganismos a los 
cambios ambientales18, 19. Varios estudios han reportado que 
muchas de las especies bacterianas aisladas en este estudio, 
pertenecientes a los géneros Bacillus, Lysinibacillus y Serratia, 
están relacionadas con cepas degradantes y resistentes a 
diferentes metales pesados, entre los cuales se mencionan, 
Pb, Cu, Ni, Cr, Zn, Cd, Co y As, por lo que tienen un enorme 
potencial en la biorremediación de la acumulación de metales 
pesados en el suelo y agua20–22, 17, 23–26. Bajo estas condiciones, se 
ha propuesto que la dominancia de algunos grupos bacterianos 

se debe a interacciones competitivas en las que algunas 
especies bacterianas son eliminadas por exclusión competitiva 
y las especies mejor adaptadas son las que dominan13. 

Como se muestra en las figuras 3 y 4 (ver en la versión 
online - http://revistabionatura.com/2018.03.02.6.html), no 
se evidencia una mayor diferencia en la distribución de los 
microrganismos identificados entre ambas áreas de estudio 
de donde se obtuvieron las cepas bacterianas. Esto puede 
deberse a que, según menciona10, tanto el área contaminada 
como el área control, se encuentran en una zona con alto 
grado de contaminación ambiental. En el área de muestreo 
contaminada por metales pesados, se registra una intensa 
actividad minera relacionada a la extracción de oro a pequeña 
escala; mientras que el área utilizada como control, pertenece 
a una zona minera abandonada, en la que las actividades 
mineras se detuvieron cinco años atrás del presente estudio, 
es decir que existieron condiciones similares de contaminación 
ya que según3, los compuestos inorgánicos, como es el caso de 
los metales pesados, pueden permanecer por largo tiempo en 
el suelo debido a que son difícilmente degradables.

Por otra parte, basándonos en la revisión bibliográfica, 
es interesante mencionar que los géneros Bacillus y Serratia 
están relacionadas con especies o grupos de bacterias 
PGPR (por sus siglas en inglés, plant growth promoting 
rhizobacteria) que tienen la capacidad de producir ciertas 
sustancias o metabolitos que promueven el crecimiento de las 
plantas, tales como, el ácido indol acético (IAA), sideróforos y 
la enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC), que 
mejoran el crecimiento, disminuyen el impacto negativo de las 
concentraciones de metales pesados tóxicos y por lo tanto, 
aumentan la eficacia de la fitorremediación16, 17, 19, 22, 25, 27, 28.

En la actualidad, hay una gran atención enfocada en el 
tratamiento microbiano de los sitios contaminados por metales 
pesados y existe la necesidad de un mayor conocimiento de 
cepas bacterianas resistentes a estos metales7, ya que, las 
rizobacterias se utilizan en todo el mundo como bioinoculantes 
para promover el crecimiento y el desarrollo de las plantas 
bajo diverso estrés como los metales pesados22.

Conclusiones
El presente estudio permitió identificar una amplia variedad 

de comunidades bacterianas en el suelo de la rizósfera de las 
especies vegetales Miconia zamorensis y Erato polymnoides. 
Esta contrbución puede motivar a los investigadores a unir 
esfuerzos para usar microorganismos como potenciales 
elementos en proyectos de biorremediación para descontaminar 
suelos con metales pesados.

Este reporte sobre la identificación de especies bacterianas 
ha contribuido con información relevante de las especies 
dominantes en suelos contaminados, dando el inicio para en 
una siguiente fase realizar ensayos in vitro con el objetivo de 
determinar la capacidad PGPR y de resistencia a metales 
pesados de estos componentes bacterianas y posteriormente 
su aplicación en proyectos biotecnológicos para biorremediar 
suelos contaminados.
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Figura 1. Amplificación por PCR de un fragmento corto de la 
región 16S en bacterias: 1-2: Muestras de Miconia zamorensis 
contaminado (MP); 3-5: Muestras de Miconia zamorensis control 
(MC); 6-8: Muestras de Erato polymnoides contaminado (EP); 
9-11: Muestras de Erato polymnoides control (EC); P control posi-
tivo; N control negativo; MPM marcador de peso molecular.
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Tabla 1. Comparación de secuencias de aislados bacterianos con BLAST.

Análisis de comunidades bacterianas asociadas a la rizósfera de especies vegetales Miconia zamorensis y Erato polymnoides en suelos contaminados por 
metales pesados.
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Figura 2. Relaciones filogenéticas basadas en la secuenciación del gen ARNr 16S entre las cepas aisladas y las secuencias de varias 
especies de referencia recuperadas de la base de datos GenBank del NCBI. El árbol fue generado mediante el método de Máxima 
Verosimilitud con 1000 réplicas de bootstrap. Solo se muestran los valores de bootstrap ≥ 70%. Los números de acceso al GenBank 
para las secuencias de referencia se dan después del nombre de la cepa. La especie Alicyclobacillus aeris se utilizó como grupo externo.
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Bacterial community analysis associated to rhizosphere plant species of Miconia zamorensis and Erato polymnoides in heavy metals polluted soils.


