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1 - Resumen 
Actualmente, cerca del 60% del territorio nacional se considera como parte de las zonas áridas y 

semiáridas (ZAS). Las zonas áridas, están caracterizadas por la deficiencia de agua en el ambiente, 

presentan una muy baja humedad atmosférica, con precipitaciones de 200 mm anuales -en 

promedio- y zonas semiáridas, están caracterizadas por tener estaciones breves de humedad y, por 

consiguiente, mayor presencia de flora y fauna (CONAZA, 2019; Giménez, G. 2007). 

Algunas especies vegetales crecen en áreas específicas de las ZAS, por lo que se les denomina 

especies microendémicas; dentro de estas especies se encuentran las cactáceas, plantas que 

aprovechan para construcción -como cercos vivos-, como fijadoras del suelo para evitar su erosión 

y como fuente de alimentación para ganado -forraje- (Alanís-Flores, G.J. 2008). 

Estas plantas están consideradas en leyes y listas internacionales de protección de especies en 

peligro de extinción en vista de que algunas de sus poblaciones han disminuido considerablemente 

debido a la alteración de su ambiente, por el uso humano indiscriminado, así como a la extracción 

ilegal de su hábitat natural (Alanís-Flores, G.J. 2008). Frente a esta situación, se han desarrollado 

diversos intentos de preservación de las cactáceas como el cultivo ex situ (en un medio controlado 

y estéril) e in situ (sembrándolas directamente en su lugar origen) (Santos, Díaz. M.S, et al, 2011). 

Otra forma de preservación que se ha intentado es a través de la utilización de rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés: Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria), las cuales tienen diferentes mecanismos de acción a través de los cuales establecen 

interacciones mutualistas con las plantas; uno de estos mecanismos es la secreción de sideróforos, 

moléculas capaces de “secuestrar” iones de hierro (u otros iones), mismos que pueden ser utilizados 

directamente por la planta, o bien, su ausencia en el suelo circundante de la raíz, puede inhibir el 

crecimiento de otros microorganismos, incluidos patógenos (Aguado-Santacruz, G.A. 2012).  

Este estudio forma parte de una investigación en la que previamente se aislaron 268 bacterias de la 

rizósfera de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce) del semidesierto queretano, las cuales 

fueron caracterizadas morfológicamente y fueron agrupadas en 42 diferentes patrones de 

restricción enzimática del gen 16S ribosomal; de cada grupo se tomó un representante para hacer 

el análisis filogenético correspondiente, así como la determinación de su actividad PGPR (Salinas-

Virgen, 2015; 2019).  

En este reporte se determinó la actividad productora de sideróforos de las 42 cepas representativas 

a través del método CAS de forma semi cualitativa y semi cuantitativa, reportado por Schwyn y 

Neilands (1987). Se identificaron 6 muestras con actividad de producción de sideróforos: 3 

Pseudomonas, 2 Bacillus y 1 Stenotrophomonas. Se determinó que producen sideróforos para los 

iones Zn2+, V5+, Mo6+, Cu2+, Co2+, Pb2+, Cr6+, Ni2+ y Cd2+, además de los característicos para hierro 

(Fe3+). 
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2 - Introducción 

2.1-Zonas áridas y semiáridas (ZAS) de México 
Según la CONAZA (2019), cerca del 60% del territorio nacional es considerado como zonas áridas -

con una precipitación anual promedio de hasta 200 milímetros-, o zonas semiáridas -cuya 

precipitación anual promedio es de entre 200 y 400 milímetros-. 

En México se reconocen tres desiertos principales: el sonorense, el Chihuahuense (dividido en 3 

zonas: Meridional, Zonas Áridas de Querétaro, Hidalgo y Guanajuato) y el desierto de Tehuacán-

Cuicatlán (Hernández H.M., 2006). 

El clima desértico se caracteriza por condiciones climáticas extremosas como son: baja humedad 

relativa durante el día y relativamente alta por la noche, fuertes cambios de temperatura, así como 

alta luminosidad y ausencia de precipitaciones; por lo tanto, la flora y fauna locales están adaptadas 

a estas condiciones (Giménez, G. 2007). 

El desierto Chihuahuense es una región de gran importancia biológica. En esta extensa región de 

507 mil kilómetros cuadrados se concentran 329 especies de cactáceas, lo que representa casi el 

60% de las especies mexicanas y más de 20% del total continental (Hernández, J.G. 2007). En el 2007 

se demostró que la riqueza cactológica en la región del desierto chihuahuense no se distribuye de 

manera uniforme, sino que existen núcleos de concentración de especies o sitios altamente 

diversos, que son áreas muy pequeñas en relación con la extensión total de esta unidad geográfica, 

estas son especies endémicas o microendémicas (Hernández, J.G. 2007). 

En el extremo sur del desierto Chihuahuense existe un área que cumple con las características de 

los sitios de alta diversidad, la zona árida queretano-hidalguense, o semidesierto queretano, 

nombre con el que es conocido localmente, tradicionalmente ha llamado la atención de 

coleccionistas y cactólogos por albergar un importante número de especies endémicas, las cuales 

han sido objeto de saqueo o comercialización ilegal por décadas (Hernández, J.G. 2007). 

2.1.1 Composición del suelo de las ZAS 
Los suelos de zonas áridas se presentan en planicies y sus características químicas son propias de la 

roca madre de la cual se originaron, la cantidad de agua que tiene el suelo depende de la humedad 

derivada de la precipitación, de la pérdida por evaporación y de la profundidad de la percolación; 

por lo general sólo la parte superficial del suelo esta humedecida y la profundidad de penetración 

de la humedad depende de la textura y capacidad de campo del suelo; por ejemplo, los suelos 

arcillosos tienen baja percolación, mientras que los suelos rocosos, alta, y los de textura arenosa, 

son intermedios (Medrano González, 2012). 

En el desierto de Chihuahua y en el semidesierto queretano, la salinidad del suelo se ha 

incrementado por la erosión de las rocas sedimentarias que al ser sometidas al intemperismo; la 

sales que contienen son arrastradas por el agua de la lluvia a cuencas de captación de agua donde, 

al no tener un drenaje adecuado, la evaporación ocasiona la acumulación de sales, principalmente 

cloruro de sodio, aunque también se presentan sulfatos de sodio y de magnesio, así como cloruro 

de magnesio (Medrano González, 2012) 

En las zonas áridas y semiáridas está documentado que el nitrógeno y el fósforo son los principales 

nutrientes que se encuentran deficientes o de forma no disponible para las plantas; el hierro 
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también está limitado, particularmente en suelos calcáreos o salinos, característicos de muchas 

zonas áridas y semiáridas (Estrada González, A, J. 2017) 

2.2-Cactáceas   
Son un grupo de plantas llamadas comúnmente “cactus” (nopales, biznagas, órganos, pitayas, 
garambullos) que son originarias y endémicas del continente americano y distribuidas 

principalmente en zonas áridas y semiáridas, siendo México, por sus características ecológicas, el 

país que alberga la mayor cantidad de especies de esta familia (Alanís-Flores, G.J. 2008). 

El uso más común que se les da a las cactáceas es como fuente de alimento, utilizando los tallos y 

frutos; algunas especies tienen uso medicinal o como fuente de materia prima para la construcción.  

Las biznagas (de los géneros Echinocactus y Ferrocactus) son utilizadas principalmente para 

consumo humano, ya que sus tallos de forma globosa se usan para la elaboración del tradicional 

dulce de acitrón (Alanís-Flores, G.J. 2008). Además de su uso como fuente de alimento, las distintas 

especies de la familia de las cactáceas se han aprovechado para diversos fines: como cercos vivos, 

como fijadoras de suelo para evitar la erosión, como fuente de forraje y, en tiempos de sequía en 

las zonas áridas y semiáridas del país, son fuentes de mucílagos, gomas y pectinas (Alanís-Flores, 

G.J. 2008). 

Sin embargo, la destrucción de sus hábitats naturales, provocada principalmente por el crecimiento 

de la actividad agrícola y ganadera, o por la demanda de las plantas silvestres para los fines 

mencionados anteriormente, ya sea en el país o en el extranjero, ha ocasionado daños no 

cuantificados a las poblaciones de cactáceas (Alanís-Flores, G.J. 2008). 

Se han elaborado diversos catálogos que enlistan las especies que se encuentran en riesgo. Para el 

caso de México, la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-200l señala 255 taxones (especies o 

subespecies) de cactáceas en alguna categoría de riesgo. El Libro Rojo de la Unión Internacional para 

la Conservación de la Naturaleza (IUCN, 2004), incluye 65 taxones de cactáceas en diversas 

categorías de riesgo. Además, existen acuerdos internacionales, como el de la Convención sobre 

Comercio de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestre (CITES), la cual enlista 41 taxones de 

cactáceas de nuestro país dentro del Apéndice I (en el que se encuentran las especies en mayor 

riesgo y con las cuales el comercio está prohibido). El resto de las cactáceas se encuentran en el 

Apéndice II, en el que figuran especies que, aunque no necesariamente se encuentren amenazadas, 

podrían llegar a estarlo si no se controla estrictamente su comercio (Jiménez Sierra, 2011). 

Fue en 1997 cuando el gobierno mexicano, a través de las SEMARNAT, impulsó el “Programa de 
Conservación de la Vida Silvestre y Diversificación Productiva en el sector rural 1997-2000”, con el 

cual se intentaba normar y controlar el cultivo in situ y ex situ para la conservación de las cactáceas. 

La conservación in situ consiste en el crecimiento y protección de la planta en su ambiente natural, 

tiene como ventajas que es posible mantener el material genético y mantener los procesos 

naturales con los cuales la diversidad genética es originada y es posible preservar la variación 

genética (Santos, Díaz. M.S, et al, 2011). La conservación ex situ consiste en mantener y propagar 

las plantas fuera de su ambiente natural, en un ambiente con condiciones controladas, sin embargo, 

esto puede limitar la adaptación de las plantas a su ambiente natural (FAO, 2011; Santos, Díaz. M.S, 

et al, 2011). Este programa finalizó en el año 2000 y, dentro de las especies con mayor éxito en su 

conservación y manejo de forma in situ se encuentran Astrophytum ornatum (“biznaga burra”), 
Echinocactus grusonii (“biznaga dorada”), Echinocereus schmollii (“organito”), Mammillaria 
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herrerae (“bolita de hilo”) y Thelocactus hastifer (“biznaguita”); de forma ex situ, en jardines 

botánicos, viveros y en centros de investigación, se encuentran Cephalocereus senilis (“Cacto 

viejito”), Pachycereus marginatus (“Cardón órgano parado”), Stenocereus eruca (“Pitayo chirinola”), 
Ferocactus histrix (“Biznaga barril de acitrón”), Echinocactus grusonii (“biznaga dorada”), 
Echinocactus platyacanthus (“biznaga dulce”) y Peniocereus serpentines (“Junco espinoso”) (Santos, 

Díaz. M.S, et al, 2011; Ruiz de Velasco, F.R. 2007). 

Otra forma de conservación de plantas endémicas sería el uso de bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal, bacterias que contribuyen a la nutrición y crecimiento de las plantas, 

encontrándose en la rizósfera de diversos vegetales, incluidas las cactáceas. Algunos 

microorganismos aislados de la rizósfera de cultivos de cereales y hortalizas ya han sido 

comercializados en productos para agricultura (Chávez-Ambriz, L.A. et al 2016), por ejemplo, 

BIOPRON PMC3, de la marca Probelte, cepas de Azospirillum brasilense con cepas de Pantoea 

dispersa que se encuentran en formas de gránulos que permiten su liberación cuando se encuentran 

en el suelo en contacto con el agua, estas cepas son capaces de fijar el nitrógeno atmosférico, 

solubilizar el fosforo del suelo y producir sideróforos y fitohormonas naturales. Este producto se 

emplea en cultivos de acelga, espinaca, umbelíferas, hortalizas, lechuga, melón, patatas, etc. (De 

Liñán, 2008). 

2.3-El hierro y otros metales 
El hierro es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de la mayoría de organismos vivos, 

este elemento es utilizado por algunas enzimas que intervienen en diversas rutas metabólicas, en 

la síntesis de ADN y en la detoxificación de radicales libres, sin embargo, en condiciones fisiológicas 

(presencia de oxígeno y pH neutro) el hierro se oxida rápidamente de Fe2+ a Fe3+ (Aguado-Santacruz, 

G.A. 2012). 

En el suelo, es uno de los elementos más abundantes y se encuentra formando complejos insolubles 

con hidroxilos, silicatos de ferromagnesio u óxidos de hierro, formas no asimilables para las plantas 

(Aguado-Santacruz, G.A. 2012). 

En el ambiente, el pH, los contenidos de materia orgánica, la textura y aireación del suelo, afectan 

la disponibilidad del hierro; ésta decrece cuando el pH del suelo se incrementa a valores de entre 

7.4 y 8.5, valores que se alcanzan en los suelos calcáreos o calizos, ya que la solubilidad del hierro 

desciende 1000 veces por cada unidad de pH que aumenta (Aguado-Santacruz, G.A. 2012). 

Ante un suelo calizo, el hierro se mantiene en su forma Fe2+ a través de su interacción con agentes 

quelantes o ligandos, estos son productos solubles formados por átomos que ligan al catión por la 

donación de electrones de grupos carboxilo y átomos de nitrógeno con carga negativa (Aguado-

Santacruz, G.A. 2012); los agentes quelantes también se pueden unir a iones divalentes como Cd2+, 

Cu2+, Ni2+,Pb2+ y Zn2+ o iones trivalentes como Mn3+, Co3+ y  Al3+ que se encuentran esparcidos por 

minas, industrias, construcciones, etc. Los agentes quelantes pueden ser de dos tipos: los 

producidos por la misma planta (fitosideróforos) y los producidos por microorganismos, los 

sideróforos (Aguado-Santacruz, G.A. 2012; Ahmed, E. HolmstrÖm, J.M. 2014). 

2.4-Fitosideróforos y sideróforos  
Los fitosideróforos son aminoácidos no proteicos que produce la planta cuando hay deficiencia de 

hierro y zinc, estos hacen una función análoga a los sideróforos microbianos, facilitando la 
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solubilidad y el aprovechamiento del hierro por las plantas, además de poder captar otros iones, 

como el zinc (Aguado-Santacruz, G.A 2012). Son secretados hacia la rizósfera después de captar el 

ion férrico y formar con él un complejo 1:1; sin embargo, en comparación con los sideróforos 

microbianos, tienen una afinidad menor por el hierro, una menor diversidad de formas y, en algunos 

casos, estas moléculas no se unen de forma específica el hierro.  

Los sideróforos microbianos son moléculas secretadas por microorganismos en condiciones de 

deficiencia de hierro en el suelo y se clasifican en tres tipos, según el donador de electrones: 

a) catecolatos y fenoles 

b) hidroximatos y α-hidroxi-carboxilatos 

c)  una mezcla de ambos 

Cuando no hay hierro disponible en el ambiente, los genes involucrados en la formación y captación 

de los complejos sideróforo-hierro son desreprimidos, liberando Fe2+ de las proteínas represoras, 

activando así la transcripción de los genes involucrados en la producción de los sideróforos; 

entonces, los sideróforos son secretados a la rizósfera para captar el hierro (Aguado-Santacruz, G.A. 

2012). 

Algunas bacterias influyen de forma positiva en el crecimiento de las plantas a través de diversos 

mecanismos que incluyen la síntesis de sideróforos para la estimulación del crecimiento o como 

agentes mejoradores del suelo y de la sanidad vegetal; estas bacterias son llamadas rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Aguado-Santacruz, G.A. 2012). 

Las PGPR se caracterizan por su capacidad de estimular el crecimiento de las plantas a través de 

mecanismos de tipo directo o indirecto. La estimulación directa puede incluir: fijación de nitrógeno, 

producción de hormonas, reducción de los niveles de etileno en el suelo, solubilización de fosfatos, 

secreción de sideróforos, entre otros. La estimulación indirecta del crecimiento de plantas incluye 

una variedad de mecanismos de biocontrol que usan las PGPR en la competencia por el nicho 

ecológico o por sustratos con otras bacterias, como la producción de antibióticos, inducción de 

resistencia sistémica (IRS) a un amplio espectro de patógenos y la producción de sideróforos como 

un mecanismo de secuestro el hierro disponible en el medio para limitar el crecimiento de 

microorganismos fitopatógenos (Aguado-Santacruz, G.A. 2012). Así, las plantas que pueden utilizar 

los complejos de los sideróforos microbianos como fuente de hierro aumentan su probabilidad de 

supervivencia y adaptación a diferentes condiciones del suelo (Aguado-Santacruz, G.A. 2012). 

2.5-Ensayo para determinación de sideróforos con el cromo azurol sulfonato (CAS) 
El ensayo del cromo azurol-S es un método creado por Schwyn y Neilands (1987) para la 

determinación de sideróforos, independientemente de su estructura. 

Se emplea el cromo azurol sulfonato como colorante que, junto con algún ion divalente como Fe2+, 

Cd2+, Cu2+, Ni2+,Pb2+ y Zn2+, o iones trivalentes como Mn3+, Co3+ y Al3+, y un detergente como HDTMA 

(hexadecyl trimethyl ammonium bromide) o CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide), forman un 

complejo que se rompe  al ser retirado el ion por un quelante más afín a éste, liberando al colorante 

y cambiando la tonalidad del medio de azul a anaranjado (Louden, et al, 2011; Dimkpa, C, 2016). 

CAS-Fe3+-HDTMA + quelante              CAS + HDTMA + quelador-Fe3+ 

                                          Color azul + (sideróforo)           color naranja 
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La mayoría de los sideróforos reaccionan en proporción de 1:1 con el complejo CAS-Fe3+-CTAB. 

3 – Antecedentes experimentales inmediatos 
El proyecto aquí planteado forma parte de un trabajo que se realiza en el Laboratorio de Ecología 

Molecular de la Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, para la identificación y 

caracterización de bacterias aisladas de la rizósfera de Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce) 

del semidesierto queretano. Originalmente se obtuvieron 268 aislados bacterianos que fueron 

caracterizados morfológicamente; se extrajo su DNA genómico y a partir de él se amplificó por PCR 

el gen 16S rRNA; los productos de amplificación fueron sometidos a un análisis de restricción 

enzimática (REA) que permitió agruparlos en 42 patrones de restricción diferentes, partiendo de la 

premisa de que las cepas que presentaran patrones de restricción similares, corresponderían a la 

misma cepa o a una filogenéticamente relacionada (Salinas-Virgen, 2015). 

Se seleccionó una cepa representante de cada patrón de restricción para hacer un análisis 

filogenético que permitió conocer su identidad taxonómica; cada una de estas cepas ha sido 

analizada para determinar su posible actividad PGPR (Salinas-Virgen, 2019), siendo la producción de 

sideróforos una de estas actividades.  

4 - Justificación 
La deficiencia de hierro en el suelo representa un grave problema en México y en el mundo, 

particularmente en las zonas áridas y semiáridas, donde la elevada concentración de sales -como 

cloruro y sulfatos de sodio y magnesio- limitan fuertemente la disponibilidad de este elemento 

(Aguado-Santacruz, G.A. 2012; Kumar M. et al 2019). Debido a sus capacidades para secuestrar 

hierro, la producción de sideróforos microbianos constituye un área de estudio fundamental en 

cuanto se refiere a la preservación de las plantas que se desarrollan en suelos con baja disponibilidad 

de hierro (Aguado-Santacruz, G.A. 2012). 

A partir de la colección de bacterias aisladas de la rizósfera de biznaga dulce, tanto de ejemplares 

silvestres como cultivados en vivero, provenientes del semidesierto queretano, se pretende 

determinar si las bacterias en estudio producen sideróforos como un mecanismo de acción para la 

promoción de crecimiento de dichas cactáceas.  

5 - Objetivo general 
Caracterizar las cepas productoras de sideróforos aisladas de la rizósfera de Echinocactus 

platyacanthus (biznaga dulce). 

5.1-Objetivos específicos 
1. Determinar cualitativamente la producción de sideróforos a través de la siembra de las 42 

cepas en medio LB, suplementado con CAS y hierro.  

2. Cuantificar la producción de sideróforos microbianos por espectrofotometría a 630nm, en 

cepas previamente seleccionadas por el método cualitativo. 

3. Determinar cualitativamente la producción de sideróforos para distintos iones (Ni, Cu, K, Zn, 

Mo, V, Cd, Co, Cr y Pb) en aquellas cepas en las que se haya determinado su capacidad 

productora de sideróforos para Fe 
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6 - Metodología 
El ensayo cualitativo para la detección de sideróforos puede ser preparado en cajas con agar, donde 

las bacterias productoras de sideróforos crecen en el medio generando un halo anaranjado 

producido por la remoción del ion férrico (Fe3+) del complejo CAS; se puede obtener un índice de 

quelación de forma semi-cuantitativa, estableciendo la relación entre el diámetro del halo naranja 

que se forma alrededor la colonia y el diámetro de la colonia per se después de un tiempo 

determinado de incubación, en esta caso de 48 a 72 horas (Alexander, Zuberer 1991; Ahmadzadeh 

et al, 2006). 

6.1. Preparación de inóculos 
Se prepararon 45 mL de medio líquido LB sin extracto de levadura (Tabla 1); se hicieron alícuotas de 

3 mL del medio en tubos de ensayo limpios. 

Medio líquido Luria-Bertani 

(LB) modificado 

Reactivo g/L 

Peptona de 

caseína 

10 

NaCl 10 
Tabla 1. Composición del medio LB sin extracto de lavadura 

El medio se esterilizó en autoclave a 121°C, 15 lb de presión, durante 15 minutos; terminado el 

proceso de esterilización, los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente. 

En una campana de flujo laminar, se tomaron 30 µL de los cultivos criopreservados de cada una de 

las 42 cepas previamente aisladas en el Laboratorio de Ecología Molecular (Salinas-Virgen, 2015) 

para inocular los correspondientes tubos que contenían 3 mL de medio LB modificado, estéril. Se 

utilizaron como cepas de referencia positiva Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus licheniformis 

(aF1); Klebsiella varicola se utilizó como referencia negativa puesto que no se ha reportado su 

capacidad productora de sideróforos. 

Los tubos se incubaron con agitación orbital constante de 180 rpm, a 30°C, durante 24 h. 

En la Tabla 2 se muestran las cepas bacterianas en estudio, con su correspondiente clave de 

identificación, misma a la que se hará referencia en el resto del trabajo. 

Clave 
identificación 

Identificación taxonómica Clave 
identificación 

Identificación taxonómica 

P1 Pseudomonas P23 Leifsonia 

P2 Bacillus P24 Pseudomona 

P3 Paenibacillus P25 Bacillus 

P4 Bacillus P26 Bacillus 

P5 Paenibacillus P28 Bacillus 

P6 Staphylococcus P29 Bacillus 

P7 Bacillus P30 Bacillus 

P8 Brevibacterium P31 Stenotrophomonas 

P9 Bacillus P32 Pseudomonas 
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P10 Taibaiella  P34 Bacillus 

P11 Staphylococcus  P35 Bacillus  

P12 Chitinophaga  P36 Stenotrophomonas maltophilia 

P13 Flavobacterium  P37 Pseudomonas 

P14 Bacillus  P38 Bacillus 

P15 Bacillus  P39 Bacillus  

P16 Pseudomonas  P40 Rhodococcus  

P17 Arthrobacter ramosus P41 Pseudomonas geniculata 

P18 Pseudomonas simiae P42 Pseudomonas koreensis 

P19 Klebsiella P43 Bacillus  

P20 Staphylococcus P44 Pseudomonas  

P22 Cutibacterium P45 Bacillus  

Tabla 2. Cepas en estudio representativas de los 268 aislados originales de E. platyacanthus (Salinas-Virgen, 2015) 

6.2 Prueba cualitativa de la producción de sideróforos para hierro 

6.2.1 Preparación de medio selectivo de cultivo 
 Se prepararon 300mL de medio LB modificado (Tabla 3) aforándolo a 270mL; los 30mL restantes 

correspondieron al reactivo CAS y al suplemento de hierro. 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Composición del medio solido LB sin extracto de levadura 

La preparación del reactivo CAS, se muestra en la Tabla 4; el colorante CAS y el CTAB se prepararon 

en una concentración 10 veces mayor a la concentración final debido a que, para un volumen de 

300 mL, se necesitaban cantidades extremadamente pequeñas de CAS y CTAB que no podían ser 

pesadas por las básculas del laboratorio.  

El colorante CAS se preparó pesando 181 mg y disolviéndose en 15 mL de agua; del CTAB se pesaron 

219 mg y se disolvieron en 12 mL de agua. 

El suplemento de hierro se preparó pesando 0.003 g de FeCl3·6 H2O y disolviéndose en 45 mL de 

agua con HCl al 10 mM (41.56 µL de HCl al 37% p/p con D=1.19 g/mL), la solución se aforó a 50 mL. 

 

Medio Solido Luria-Bertani 

(LB) 

Reactivo g/L 

Peptona de 

caseína 

10 

NaCl 10 

Agar 4.5  
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Tabla 4. Preparación de suplementos para el medio LB: CAS, FeCl3 y CTAB 

Se tomaron 1.5 mL del reactivo CAS 10x y se vertieron en un tubo cónico (Falcon) de 50 mL que 

contenía 13.5 mL de agua. Se tomaron 1.2 mL del CTAB 10x y se vertieron en un tubo cónico (Falcon) 

de 50 mL que contenía 10.8 mL de agua. 

Todos los componentes del medio LB/CAS se esterilizaron en autoclave por separado y se dejaron 

enfriar hasta una temperatura aproximada de 40°C. 

En la campana de flujo laminar, se mezclaron el reactivo CAS y el CTAB con el medio LB/agar, 

enseguida se agregaron 3mL de la solución de FeCl3·6H2O (53 ppm en HCl 10 mM), se mezcló hasta 

homogeneizarse y, con ayuda de una probeta estéril, se vertieron 20 mL del medio en cada caja de 

Petri; se dejaron abiertas dentro de la campana hasta que se solidificaron. 

Las cajas se dejaron a temperatura ambiente si iban a ser usadas al día siguiente de que fueron 

hechas o, en refrigerador, para su uso posterior. 

6.2.2. Siembra de las cepas en estudio y de las cepas de referencia 
Los inóculos (Sección 6.1) de cada una de las cepas en estudio se cuantificaron a través de la 

determinación de la densidad óptica de los cultivos bacterianos a 540 nm. 

A partir de la absorbancia obtenida, se utilizó la siguiente fórmula para calcular la cantidad de 

UFC/mL presentes en cada cultivo: 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 = (𝑎𝑏𝑠 − 0.094)1.218𝑥10−9  

Posteriormente, los inóculos se ajustaron la concentración celular conocida (1.6x107 UFC/mL) 

utilizando la siguiente fórmula:  

𝐼𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜 (1000 µ𝐿) = (1.6𝑥107 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿)(1000 µ𝐿 𝑎𝑔𝑢𝑎 𝑒𝑠𝑡é𝑟𝑖𝑙)(𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎𝑠)  

Las cajas de LB suplementadas con CAS y hierro se rotularon con la clave de la muestra, nombre del 

medio y la fecha; se dividieron en tres secciones para el sembrado por triplicado de cada muestra. 

Se sembraron 30 µL de cada uno de los inóculos ajustados en cada una de las tres secciones 

marcadas de las cajas; se dejó que se absorbieran los inóculos en el agar y las cajas se sellaron con 

Parafilm antes de ser depositadas en la incubadora a 28 °C, durante 72 h, aunque se registró el 

crecimiento y formación de halos (si los hubiera) también a las 48 h de incubación. 

Suplementos para el medio 

LB 

Medio 900 mL 

Cromo 

azurol S 

60.5 mg en 
50 mL 

FeCl3·6H2O 

56 mg/L en 

HCl  10 mM 

10 mL 

CTAB 72.9 mg en 
40 mL 
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En las cajas donde hubo crecimiento colonial y formación de halos a las 48 y/o 72 horas, se tomaron 

las medidas del diámetro tanto de las colonias como de los halos. 

El índice de quelación se obtuvo utilizando la siguiente fórmula: Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜 (𝑐𝑚)𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎 (𝑐𝑚) 

En el caso de las colonias cuyo crecimiento y formación de halos fueron ovalados, se promediaron 

los valores del largo y ancho tanto del halo como de la colonia, posteriormente se aplicó la fórmula 

antes mencionada. Los índices de cada triplicado se promediaron para tener un índice general de la 

muestra, con su respectiva desviación.  

Los índices de quelación de las muestras (por triplicado) fueron analizados con el software JMP 11 

para determinar si se ajustaban a una distribución normal; a aquellas en las que este fue el caso, se 

les aplicó ANOVA y prueba de Tukey para analizar la diferencia de medias; en caso de que no 

tuvieran un ajuste de distribución normal, se les aplicó la prueba de Wilcoxon, con análisis de medias 

de Dunn.  

El mismo procedimiento se llevó a cabo para las 42 muestras, así como para las cepas de referencia 

(positiva y negativa). 

6.3 Prueba cuantitativa de la producción de sideróforos para hierro 
De forma cuantitativa se realizó una estimación de la producción de sideróforos llevando a cabo una 

reacción entre el reactivo CAS y los sideróforos del sobrenadante de las muestras, lo cual genera un 

cambio de color que es medido en comparación con un testigo (CAS + sobrenadante testigo), en un 

lector de microplacas (Naveen Kumar, A. 2017). 

6.3.1 Preparación de los inóculos 
Se prepararon los inóculos como se detalla en la sección 6.1. 

Paralelamente, se prepararon tubos que contenían 5 mL de medio LB sin extracto de levadura, 

mismos que fueron rotulados con la clave de la muestra, número de triplicado (ej. 1, 2 o 3) y tiempo 

de incubación (0, 24, 48 y 72h). 

6.3.2 Siembra de las cepas en estudio y de las cepas de referencia para la prueba 

cuantitativa. 
Se siguió el protocolo detallado en la sección 6.2.2. 

Se utilizaron 50 µL de cada inóculo ajustado para sembrarlos en los tubos con 5 mL de medio LB, 

anteriormente rotulados según el tiempo de incubación y clave de muestra. 

Tres tubos de 5 mL con medio LB fueron inoculados con 30 µL de agua estéril; estos tubos sirvieron 

como testigos negativos para la prueba cuantitativa. 

Los tubos inoculados fueron incubados a 28°C con agitación orbital constante (260 rpm), excepto 

los triplicados de las muestras de tiempo 0, puesto que con ellos se empezó la prueba cuantitativa 

enseguida, a las 0 horas de incubación. 
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6.3.3 Prueba cuantitativa 
Los triplicados de las muestras se mezclaron en vortex. 

En la campana de flujo laminar se tomaron 1000 µL de cada cultivo (incluidos los tubos a tiempo 0) 

y se vertieron en tubos eppendorf, mismos que se centrifugaron a 13 000 rpm, durante 5 minutos; 

se recuperaron los sobrenadantes. 

Se prepararon 2 mL del reactivo CAS vertiendo 400 µL de CAS 10X, 400 µL de CTAB 10X, 400 µL de 

FeCl3·6H2O (en HCl 10 mM) y 800 µL de agua estéril, en un tubo Eppendorf de 2 mL; después se agitó 

en el vortex.  

Se vertieron 50 µL del reactivo CAS en cada pozo a utilizar de una placa de ELISA de 96 pozos con 

fondo plano; se agregaron 50 µL de cada sobrenadante a los pozos correspondientes y se 

homogenizaron con ayuda de la micropipeta. Además de las muestras (incluidas aquéllas a tiempo 

0), como controles negativos se utilizaron: por una parte, reactivo CAS (50 µL) adicionado con 50 µL 

de medio estéril sin inocular, y, por otra parte, reactivo CAS (50 µL) con agua estéril (50 µL), ambos 

por triplicado. 

La placa se incubó a 28°C por 30 minutos en oscuridad. Después del tiempo de incubación, la placa 

se leyó en un lector de microplacas a 630 nm. 

A partir de las absorbancias obtenidas, primero se realizó un promedio de la absorbancia basal de 

la placa (pozos vacíos); después, ese valor se restó a las absorbancias de todas las muestras y los 

controles. Se promedió el triplicado de las absorbancias del control negativo que usamos como 

referencia (reactivo CAS con medio sin inocular) y, a partir del valor obtenido, se calculó 

individualmente el porcentaje de quelación de cada uno de los triplicados de las muestras con la 

siguiente fórmula: 

% de quelación 

 

Ar = absorbancia de referencia (solución CAS con medio sin inocular) 

AS = absorbancias de las muestras (solución CAS con el sobrenadante) 

 

Una vez obtenidos los valores individuales, se hicieron promedios de los triplicados de las muestras 

para obtener los porcentajes de quelación, así como la desviación estándar de cada triplicado. Estos 

valores fueron analizados con el software JMP 11 para determinar si se ajustaban a una distribución 

normal, en caso de ser así, se les aplicó ANOVA y prueba de Tukey para analizar las diferencias entre 

las medias; en caso de que no se ajustaran a una distribución normal, se les aplicó la prueba de 

Wilcoxon con el análisis de medias de Dunn. 

Este procedimiento se realizó para todos los triplicados de las muestras en los diferentes tiempos 

de incubación probados (0, 24, 48 y 72 horas). 

6.4 Determinación de la producción de sideróforos para diferentes iones (prueba 

cualitativa) 
Se determinó la producción de sideróforos para los siguientes iones a una concentración de 56 ppm 

en HCl 10 mM: Ni, Cu, Zn, Mo, V, Cd, Co, Cr y Pb. 
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Se prepararon los inóculos de las muestras y los cultivos de referencia como se detalla en la sección 

6.1. La siembra de los inóculos ajustados se llevó a cabo como se detalla en la sección 6.2.2, con la 

salvedad de que se utilizaron los iones antes mencionados para la suplementación de las cajas de 

medio LB, en vez de FeCl3. 

7 - Análisis y discusión de Resultados 
7.1 Prueba cualitativa de sideróforos para hierro 
Con las pruebas cualitativas se determinó que, de las 42 muestras representativas de los 268 

aislados de la rizósfera de Echinocactus platyacanthus (Salinas-Virgen, 2019), 6 mostraron 

crecimiento y formación de halos en medio LB sólido modificado, suplementado con CAS y hierro 

(Figura 1): 

 Bacillus licheniformis (P45) 

 Pseudomonas koreensis (P44) 

 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum (P43) 

 Pseudomonas (P42) 

 Pseudomonas geniculata (P41) 

 Stenotrophomonas maltophilia (P31) 

Estas son las únicas cepas de la colección de bacterias rizosféricas de E. platyacanthus del 

Laboratorio de Ecología Molecular que pueden metabolizar el hierro y usarlo para desarrollarse. El 

crecimiento colonial y de halo que mostraron cada una de ellas fueron diferentes, por lo que fue 

necesario el cálculo de los índices de quelación correspondientes para saber cuáles de estas cepas 

tienen una mayor producción de sideróforos. 

 

Figura 1. Halos de quelación de hierro a las72 horas de incubación. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas (P44), C) Bacillus 
(P43), D) Pseudomonas (P42), E) Pseudomonas (P41), F) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos; G) 
Azospirillum brasilense (Ab) y H) Bacillus licheniformis (aF1), en medio sólido suplementado con CAS y FeCl3. 

Se calcularon los índices de quelación de las cepas correspondientes a las 48 y 72 horas (Figura 2).  

A B C D 

E F G H 
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A las 48 h, Stenotrophomonas (P31) presentó el índice más alto y significativamente diferente (1.47) 

de las demás muestras y los controles. Pseudomonas (P42) se distinguió por mostrar el índice de 

quelación más bajo (0.92), significativamente diferente respecto a todas las demás muestras. 

Pseudomonas (P41), a este mismo tiempo, presentó crecimiento colonial pero no formación de halo.  

A las 72 h, Stenotrophomonas (P31) mantuvo el índice más alto (1.64), seguido de Bacillus (P43), con 

un índice de 1.44, y Pseudomonas (P42), con un índice de 1.39; Pseudomonas (P41) es la cepa que 

mostró el índice de quelación más bajo, de 1.07.  

 

Figura 2. Índices de quelación en medio LB-CAS suplementado con hierro. Las mediciones se hicieron a las 48 y a las 72 
horas de cultivo. Los índices de las 48 h se ajustaron a una distribución normal y se compararon sus medias con Tukey( α 
= 0.05); los índices de las 72 h no se ajustaron a una distribución normal, sus medias fueron comparadas con la medida 
de medias no paramétricas de Dunn (α = 0.05).  

En la Figura 2 se observa que, a las 48 y 72 horas, Bacillus (P45), Pseudomonas (P44 y P41), así como 

los controles Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus licheniformis (aF1), son las muestras que tienen 

un índice de quelación menor de 1.2, esto se debe a que generaron un halo ligeramente mayor 

alrededor de sus colonias bacterianas, por lo cual son las muestras que tienen menos producción 

de sideróforos. Pseudomonas (P42) obtuvo un índice de 0.92 a las 48 horas, pero a las 72 horas su 

índice se incrementó a 1.39, esto se debió a un aumento en el tamaño del halo de las 48 a las 72h. 

Stenotrophomonas (P31) fue la cepa que presentó el mayor índice, tanto a las 48 como a las 72 

horas (1.47 y 1.64), seguida de Bacillus (P43) con 1.44; estas muestras formaron un halo más grande 

que el resto de las colonias desde las 48 horas. 

En un estudio realizado por Soltani et al. (2012), donde evaluaron 25 aislados de Pseudomonas 

fluorescens como controles biológicos sobre el hongo Rhizoctonia solani, emplearon el método 

cualitativo CAS para determinar la producción de sideróforos según la metodología de Alexander y 

Zuberer (1991) -una metodología distinta a la usada en este trabajo-; los índices de quelación que 

reportaron para Pseudomonas fueron de 0.33 a 1.26, a las 48h, y de 0.32 a 1.23, a las 72 horas de 
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incubación con 27°C. A pesar de las diferencias en la metodología de evaluación utilizada, estos 

índices son comparables con los que obtuvimos para las muestras de Pseudomonas a las 48 h (Tabla 

5); incluso a las 72 h, Pseudomonas (P42) presentó un índice de 1.39, un valor más alto que el 

máximo reportado por Soltani et al., (2012), que fue de 1.23. 

En el estudio hecho por El-Moaty et al. (2018) en aislados de Pseudomonas fluorescens y Bacillus 

spp. provenientes de rizósfera de papa, sembrados en medio nutritivo suplementado con reactivo 

CAS y hierro al 1 mM e incubados a 37°C por 72 h, se reportó la producción de sideróforos a partir 

de la medición del diámetro del halo (mm). Bacillus sp. presentó diámetros de 4 a 22 mm y 

Pseudomonas de 5 a 18 mm. En nuestro estudio, a las 72h de incubación, los Bacillus analizados 

desarrollaron halos de 14.2 a 25.3 mm, mientras que en Pseudomonas fueron de 0.92 a 18.9 mm 

(Tabla 5). 

Kumar (2013) desarrolló un biofertilizante a partir de bacterias aisladas de rizósfera de trigo, maíz, 

papa, Aloe vera y Bacopa monnieri. Como parte de la batería de pruebas que se les practicó a los 

aislados bacterianos para conocer sus capacidades PGPR, se hizo la determinación de la producción 

de sideróforos a través del método cualitativo de cromo azurol (CAS); reportó una cepa de 

Stenotrophomonas maltophilia que produjo un halo de quelación de entre 11 y 20 mm de diámetro, 

valor comparable con el obtenido por nosotros para Stenotrophomonas maltophilia (P31), que 

produjo un halo de quelación con diámetro de 21.8 mm (Tabla 5) . 

Muestras productoras de 
sideróforos en medio LB-
CAS-Fe 

Índice de 
quelación  

SD Diámetro halo 
naranja (mm) 

48 h 72 h 48 h 72 h 48 h 72 h 

Bacillus (P45) 1.1 E 1.11 AB ±0.02 ±0.03 12.8 14.2 

Pseudomonas (P44)   1.22 AB 
 

±0.16  0.92 

Pseudomonas (P42) 0.92 F 1.39 AB ±0.02 ±0.07 13.7 18.9 

Bacillus (P43) 1.30 B 1.44 AB ±0.02 ±0.04 22.6 25.3 

Pseudomonas (P41) 1.12 DE 1.07 B ±0.01 ±0.02 11.9 12.1 

Stenotrophomonas 
maltophilia (P31) 

1.47 A 1.64 A ±0.01 ±0.02 16.8 21.8 

Azospirillum brasilense 
(ab, control, positivo) 

1.21 C 1.2 AB ±0.03 ±0.02 11.2 12.7 

Bacillus (aF1, control 
positivo) 

1.16 D 1.19 AB ±0.01 ±0.03 11.8 13.1 

Tabla 5. Índices de quelación de las muestras productoras de sideróforos a las 48 y 72 h. Los índices obtenidos a las 48 
horas, se ajustaron a una distribución normal y se compararon sus medias con Tukey (α = 0.05); los índices obtenidos a 
las 72 h no se ajustaron a una distribución normal, por lo que sus medias fueron comparadas con la medida de medias no 
paramétricas de Dunn (α = 0.05). Las letras diferentes reflejan diferencias significativas entre las muestras 
correspondientes.  

7.2 Prueba cuantitativa de sideróforos para Fe en microplaca 
Consiste en hacer reaccionar el CAS con los sideróforos presentes en el sobrenadante de las 

muestras a diferentes tiempos de cultivo, desarrollando una coloración que va de azul a amarillo, 

pasando por tonalidades intermedias (verdes), en función de la cantidad de sideróforos presentes.  

En la Figura 3 se muestran las microplacas en las que llevó a cabo la reacción y, como se puede ver, 

la coloración de los pozos pasa de ser obscura a las 0h (panel A, en ausencia total de producción de 
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sideróforos) a irse aclarando entre las 48 y las 72h (punto máximo de producción; paneles C y D, 

respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Prueba cuantitativa de sideróforos para Fe en placa de ELISA con reactivo CAS y sobrenadantes de 
Pseudomonas (P41), Bacillus (P43), Pseudomonas (P44), Bacillus (P45), Azospirillum brasilense (Ab), Bacillus licheniformis 
(aF1), medio inoculado con agua (Test), alícuotas de agua estéril (agua) y medio estéril  sin inocular (med).  

Con las absorbancias obtenidas se calculó el porcentaje de quelación con respecto al testigo (CAS 

con medio inoculado con agua estéril), en donde hay ausencia total de sideróforos (Figura 4). A las 

24 horas, Bacillus (P43) fue la muestra que mostró un mayor porcentaje de producción de 

sideróforos (30.99%); a las 48 horas, Stenotrophomonas (P31) tuvo el mayor porcentaje (30.24%), 

junto con el control Azospirillum brasilense (30.03%), seguidos de Pseudomonas (P42), con 28.98%, 

y el control Bacillus licheniformis (aF1), con 28.92%. A las 72 horas, el control Azospirillum brasilense 

(Ab) mostró el mayor porcentaje de producción de sideróforos, 37.63%, seguido de Pseudomonas 

(P44), con 29.31%, el control Bacillus licheniformis (aF1), con 28.56 %, y Pseudomonas (P42) con 

28.25%, Stenotrophomonas (P31) fue la muestra que mostró el menor porcentaje de quelación de 

sideróforos (24.17%). 
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Figura 4. Porcentaje de quelación con respecto al testigo (reactivo CAS con medio inoculado con agua estéril). Los datos 
mostraron un ajuste de distribución normal y con la prueba de ANOVA (P ˃ 0.05) no se determinaron diferencias 
significativas de los datos a cada tiempo (24, 48 y 72 h). 

 

En el trabajo de Kushwah y colaboradores (2015), analizaron las actividades promotoras del 

crecimiento vegetal en aislados de Pseudomonas fluorescens provenientes de suelos en diferentes 

localizaciones de Chhattisgarh, India.  Estimaron el porcentaje de quelación incubando las cepas de 

Pseudomonas en medio liquido King a 28±2° C por 3 días, después se retiraron las células bacterianas 

centrifugándolas a 3000 rpm (5 minutos) y tomando 0.5 mL de los sobrenadantes para hacerlos 

reaccionar con 0.5 mL de reactivo CAS y 10 µL de ácido sulfosalicílico (éste último utilizado como 

solución acelerante de la reacción entre el CAS y los sideróforos presentes en el sobrenadante); 

después de 20 min de incubación en oscuridad a 28±2 °C, midieron la absorbancia de la reacción a 

630 nm, tomando como referencia la misma mezcla de reactivos adicionada con 0.5 mL de medio 

sin inocular; reportaron  porcentajes de producción de entre 22.37 y 80.15. 

En la Tabla 6 se muestran los porcentajes relativos de producción de sideróforos, obtenidos de las 

0 a las 72 h de incubación. A las 72 horas se obtuvieron valores entre 26.38 y 29.31 para las 

Pseudomonas que pertenecen a la colección de aislados bacterianos del Laboratorio de Ecología 

Molecular; a pesar de no ser valores particularmente elevados, son comparables con los obtenidos 

previamente por Kushwah et al., (2015). 

Dar GH, et al., (2018) realizaron la caracterización molecular y evaluación de actividades PGPR de 

Bacillus aislados de la rizósfera de nogal inglés (Juglans regia); entre las pruebas realizadas, 

determinaron la producción de sideróforos con la metodología de Schwyn y Neilands (1987) en la 

cual crecieron sus aislados bacterianos en medio deficiente de hierro y midieron la densidad celular 

a 600 nm hasta que las muestras alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento, entonces mezclaron 
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0.1 mL de sobrenadante de cada muestra con 0.5 mL de reactivo CAS adicionado con 10 µL de 

solución acelerante de reacción (0.2 M ácido 5-sulfosalicilico); posteriormente, midieron la 

absorbancia de las muestras a 630 nm y reportaron porcentajes de quelación de 16.6 a 25. 

En el presente trabajo, se consideraron 72 horas como tiempo máximo de incubación de las 

muestras y los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 6; los Bacillus pertenecientes a la 

colección de aislados bacterianos del Laboratorio de Ecología Molecular presentaron sus más altos 

porcentajes de producción de sideróforos a las 72 horas de incubación, con valores entre 27.81 y 

28.11, ligeramente por encima de los previamente reportados en la literatura consultada.     

S.H. Youseif (2018) aisló muestras de Stenotrophomonas maltophilia provenientes de la rizósfera de 

cultivos de maíz, cacahuate, arroz y trigo, en provincias de Egipto, para realizar pruebas in vitro de 

sus actividades PGPR. Para calcular el porcentaje de quelación, tomó 0.5 mL de sobrenadante de 

cada muestra y lo mezcló con 0.5 mL de reactivo CAS; midió la absorbancia de las muestras a 630 

nm, tomando como referencia 0.5 mL de medio no inoculado mezclado con 0.5 mL de reactivo CAS. 

Los porcentajes de producción de sideróforos que reportó iban de 15.2 a 34.2; en la Tabla 6 

reportamos la producción de sideróforos de Stenotrophomonas (P31) de las 24 a las 72 horas de 

incubación, mostrando un porcentaje mínimo de 15.46 (a las 24h) y uno máximo de 30.24 (a las 72 

h).    

Muestras  % SD 

24h 48h 72h 24h 48h 72h 

 Stenotrophomonas (P31) 15.46 30.24 24.17 ±1.93 ±6.49 ±6.08 

Pseudomonas (P41) 26.43 27.47 26.38 ±4.11 ±2.35 ±9.73 

Pseudomonas (P42) 26.05 28.98 28.25 ±0.32 ±1.26 ±6.96 

Bacillus (P43) 30.99 23.39 28.11 ±7.04 ±5.61 ±3.29 

Pseudomonas (P44) 23.39 25.55 29.31 ±5.98 ±6.36 ±2.33 

Bacillus (P45) 17.14 25.09 27.81 ±1.32 ±3.88 ±7.23 

A. brasilense (Ab; control 
positivo) 

13.23 30.03 37.63 ±6.92 ±13.99 ±8.42 

B. licheniformis (aF1; control 
positivo) 

24.15 28.92 28.56 ±13.03 ±12.37 ±3.76 

Tabla 6. Porcentaje de quelación de 24 a 72h. Las mediciones se obtuvieron del promedio de la densidad óptica de los 
ensayos cuantitativos; son el resultado de ensayos independientes por triplicado. Los datos con la fórmula aplicada para 
obtener el porcentaje de producción de sideróforos mostraron un ajuste de distribución normal y con la prueba de ANOVA 
(P ˃ 0.05) no se determinaron diferencias significativas entre los datos de los tres tiempos evaluados. 

7.3 Prueba cualitativa de sideróforos para otros iones 
Con la intención de saber si las cepas productoras de sideróforos para hierro eran capaces de 

producir sideróforos para captar otros iones, se probaron Zn, V, Mo, Cu, Co, Cr, Pb, Ni y Cd (56 ppm); 

de forma preliminar, fueron preparadas cajas de LB suplementadas con CAS y con un determinado 

ion, en lugar del FeCl3; se dividieron en cuatro secciones con marcador permanente y se sembraron 

30 µL de muestra por sección, se incubaron en oscuridad a 28°C entre 48 y 72 h; posteriormente, se 

revisó si había crecimiento de colonia y formación de halos, como se muestra en la Figura 5, donde 

se sembraron Chitinophaga (P12), Stenotrophomonas (P31), Bacillus (P38), Pseudomonas (P32), 

Pseudomonas (P41), Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P44) y Bacillus (P43), en presencia del ion 
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Cr (K2Cr2O7). A las 72 mostraron crecimiento y formación de halos, a excepción de Chitinophaga 

(P12), Bacillus (P38) y Pseudomonas (P32). 

 

Figura 5. Halos de quelación en medio sólido suplementado con CAS y cromo. Panel A. 1) Chitinophaga (P12); 2) 
Stenotrophomonas (P31); 3) Pseudomonas (P32); 4) Bacillus (P38).  Panel B.  1) Pseudomonas (P41); 2) Pseudomonas (P42); 
3) Bacillus (P43); 4) Pseudomonas (P44), sembradas en medio CAS suplementado con K2Cr2O7. 
 

Las muestras que presentaron crecimiento y formación de halo con diferentes iones en la prueba 

preliminar, se sembraron por triplicado en cajas con medio LB suplementado con CAS y los iones 

correspondientes.  
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7.3.1 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Níquel. 
A las 72 horas, en presencia del ion Ni (NiSO4), mostraron crecimiento y formación de halos 

Pseudomonas (P42), Bacillus (P45) y Pseudomonas (P41), además de los controles Bacillus (aF1) y 

Azospirillum brasilense (Ab), como se muestra en la Figura 6. 

 

 

Figura 6. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Níquel. A) Pseudomonas (P42); B) control 
Bacillus (aF1); C) Azospirillum brasilense (Ab); D) Bacillus (P45); E) Pseudomonas (P41), sembradas por triplicado en medio 
suplementado con NiSO4. Los resultados presentados corresponden a las 72 horas de incubación. 

 

En la Figura 7 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-CAS-

Ni de las cepas que crecieron con este ion; se observa a Pseudomonas (P42) como una muestra 

significativamente diferente de las demás por su alto índice (1.50), seguida de Stenotrophomonas 

(P31), con 1.34, y el control A. brasilense (Ab), con 1.24; tanto Bacillus (P45), como el control Bacillus 

(aF1), son muestras significativamente diferentes de las demás por su bajo índice, de 1.05 y 1.07, 

respectivamente. A las 72 horas, Pseudomonas (P42) continuó mostrando el más alto índice de 

quelación (1.63), seguido del control A. brasilense, con 1.50, y Stenotrophomonas (P31), con 1.35; 

Bacillus (P45) fue significativamente diferente a las demás muestras por su bajo índice de quelación 

(1.07) incluso a las 72 horas de incubación. 
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Figura 7. Índices de quelación en medio LB suplementado con CAS y Níquel. Los datos de las 48 horas mostraron un ajuste 
de distribución normal y se pudieron comparar con Tukey (α = 0.05); los datos de las 72 horas no mostraron un ajuste de 
distribución normal y se compararon con la medida no paramétrica de Dunn (α = 0.05). 

Patel y colaboradores (2018), publicaron una modificación al medio cromo azurol S para determinar 

la producción de sideróforos con diferentes iones aparte del Fe3+, cambiando el FeCl3 por 

MnCl2·4H2O, NiCl2·6H2O, ZnCl2, CuCl2, CoCl2, HgCl2 o AgNO3 y poniéndolo a prueba con Alcaligenes 

sp y Pseudomonas aeruginosa aisladas del jardín del Departamento de Microbiología de la 

Universidad PSGVP Mandal, Shahada. Las cepas bacterianas fueron inoculadas en medio MS a 

28±2°C, con agitación de 120 rpm por 48h; posteriormente, Pseudomonas fue sembrada en cajas 

de con medio CAS sólido modificado con un ion determinado, a 28°C por 24 horas, y mostraron 

crecimiento colonial y formación de halo. En presencia de níquel, reportaron a Pseudomonas como 

un “positivo fuerte”, sin embargo, no realizaron mediciones del diámetro del halo ni de la colonia. 

Dentro del artículo Patel (2018) se menciona que son escasos los reportes de métodos modificados 

del medio CAS para determinar sideróforos para otros iones. Larios-Bayona (2014) menciona que el 

níquel es necesario para el crecimiento y el metabolismo de las plantas, por lo que deben ser 

necesarios sideróforos específicos para este ion.  
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7.3.2 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Cobre. 
En presencia del ion Cu (CuCl2), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P44), Bacillus (P43), Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas 

(P31), además de los controles Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la 

Figura 8. 

 

 

Figura 8. formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Cobre. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas 
(P44), C) Bacillus (P43), D) Pseudomonas (P42), E) Pseudomonas (P41), F) Stenotrophomonas (P31) y los controles G) 
Azospirillum brasilense (Ab) y H) Bacillus (aF1), sembradas por triplicado en medio suplementado con CuCL2. Los resultados 
presentados corresponden a las 72 horas de incubación. 

En la Figura 9 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-CAS-

Cu de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) mostró diferencias 

significativas respecto a las demás cepas por su alto índice de quelación (1.75), seguida de Bacillus 

(P43) con 1.43. Tanto Bacillus (P45) como el control Bacillus (aF1) fueron muestras 

significativamente diferentes a las demás por su bajo índice de quelación (1.11 y 1.02). A las 72 

horas, Pseudomonas (P42) siguió siendo una muestra diferente a las demás por su alto índice (2.02), 

seguida de Bacillus (P43) con 1.64; el control Bacillus (aF1) siguió siendo otra muestra diferente a 

las demás por su bajo índice (1.02). 
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Figura 9. Índices de quelación en medio LB suplementado con CAS y Cobre. Los datos de las 48 horas mostraron un ajuste 
de distribución normal y se pudieron comparar con Tukey (α = 0.05), los datos de las 72 horas no mostraron un ajuste de 
distribución normal y se compararon por la medida no paramétrica de Dunn (α = 0.05).  

 

 

Patel et al. (2018) mencionan que son escasos los reportes de métodos modificados del medio CAS 

para determinar sideróforos con otros iones, sin embargo, reportan que, en presencia de Cobre, 

Pseudomonas es un “positivo muy fuerte”, sin embargo, no realizaron mediciones de diámetro de 

halo y colonia. Por su parte, Larios-Bayona (2014) dice que el cobre actúa como estabilizador de la 

clorofila, impidiendo su degradación precoz. 
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7.3.3 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Cromo. 
En presencia del ion Cr (K2Cr2O7), las cepas en estudio que mostraron crecimiento y formación de 

halos fueron Bacillus (P45), Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), 

además de los controles Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 

10. 

Figura 10. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Cromo. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas 
(P42), C) Pseudomonas (P41), D) Stenotrophomonas (P31), y los controles E) Azospirillum brasilense (Ab) y F) Bacillus (aF1), 
sembradas por triplicado en medio suplementado con K2Cr2O7. Los resultados corresponden a las 72 horas de incubación. 

En la Figura 11 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-

CAS-Cr de las cepas que crecieron con este ion, se observa a las 48 horas que, a pesar de no haber 

diferencias significativas entre las muestras, Pseudomonas (P42) y el control A. brasilense son las 

que tienen el mayor índice de quelación (1.58), seguidas de Stenotrophomonas (P31), con 1.42, y 

Bacillus (P45) es la muestra con el menor índice (1.14). A las 72 horas, Pseudomonas (P24) es 

significativamente diferente a las demás muestras por su alto índice (1.74), seguida de 

Stenotrophomonas (P31), con 1.67. Bacillus (P45) fue significativamente diferente de las demás 

muestras por su bajo índice (1.06).  
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Figura 11. Índices de quelación en medio LB suplementado con CAS y cromo. Los datos de las 48 y 72 h no mostraron un 
ajuste de distribución normal, se les aplicó la prueba de Wilcoxon y la comparación de medias de Dunn (α = 0.05), excepto 
los datos de las 48 h ya que no mostraron diferencias significativas entre ellos 

 

 

 

En el caso de este ion no se han reportado trabajos donde se use como suplemento del reactivo 

CAS. La determinación de sideróforos para Cromo, al igual que su índice de quelación, puede ser de 

interés ya que, Benjumeda-Muñoz (2017), reporta al ion Cr como un contaminante del suelo que 

puede ser quelado por los sideróforos microbianos para llevar a cabo procesos de bioremediación.  
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7.3.4 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Zinc. 
En presencia del ion Zn (ZnSO4), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), Bacillus 

(P43), Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), además de los controles 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 12. 

 

 

 

 

Figura 12. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Zinc. A) Bacillus (P45), B) Bacillus (P43), C) 
Pseudomonas (P42), D) Pseudomonas (P41), E) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos F) Azospirillum brasilense 
(Ab) y G) Bacillus (aF1), sembradas por triplicado en medio suplementado con K2Cr2O7. Los resultados corresponden a las 
72 horas de incubación. 
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En la Figura 13 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-

CAS-Zn de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) es la muestra 

con el mayor índice de quelación (1.69) y es significativamente diferente a las demás muestras, 

seguida de Pseudomonas (P41), con 1.48, y Stenotrophomonas con 1.42. Bacillus (P45) mostró un 

comportamiento significativamente diferente de las demás por su bajo índice de quelación (1.04). 

A las 72 horas, Pseudomonas (P42) siguió siendo diferente a las demás muestras por su índice (1.82), 

seguida de Stenotrophomonas (P31), con 1.74, y el control A. brasilense, con 1.64. Bacillus (P45) 

mostró diferencia respecto a las demás cepas por su bajo índice (1.02). 

 

 

 

Figura 13. Índices de quelación en medio LB suplementado con CAS y Zinc. Los datos de las 48 y 72 h no se ajustaron a una 
distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y la comparación de medias de Dunn (α = 0.05). 

Patel et al. (2018) reportaron que Pseudomonas, en presencia de zinc, tuvo un comportamiento 

“positivo”, sin embargo, no realizaron mediciones de diámetro de halo y colonia. Larios-Bayona 

(2014) reportó que, en la planta, el zinc interviene en la formación de auxinas y está relacionado 

con la asimilación de calcio, fósforo y magnesio. 
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7.3.5 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Molibdeno. 
En presencia del ion Mo (NaMoO4), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), además de los controles 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 14. 

 

 

Figura 14. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Molibdeno. A) Bacillus (P45), B) 
Pseudomonas (P42), C) Pseudomonas (P41), D) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos E) Azospirillum brasilense 
(Ab) y F) Bacillus (aF1), sembradas por triplicado en medio suplementado con MoCL2. Los resultados corresponden a las 72 
horas de incubación. 

 

En la Figura 15 se muestra los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-CAS-

Mo de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) mostró un 

comportamiento significativamente diferente de las demás muestras por un índice de quelación alto 

(1.70), seguido de Stenotrophomonas (P31) con un índice de 1.44 y el control A. brasilense (Ab) con 

un índice de 1.29, Bacillus (P45) es una muestra significativamente diferente por su bajo índice de 

quelación (1.10). A las 72 horas, Pseudomonas (P42) siguió siendo diferente a las demás muestras, 

con un índice de 1.86, seguido de Stenotrophomonas (P31), con 1.64, y el control A. brasilense (Ab), 

con 1.61. Bacillus (P45) fue diferente a las demás muestras por su bajo índice (1.11). 
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Figura 15. Índices de quelación de sideróforos en medio LB suplementado con CAS y Molibdeno. Los datos de las 48 y 72 h 
no se ajustaron a una distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y la comparación de medias de 
Dunn (α = 0.05). 

 

En el caso de este ion no se han reportado trabajos donde se use como suplemento del reactivo 

CAS. La determinación de sideróforos para Molibdeno, al igual que su índice de quelación, puede 

ser de interés ya que, Bellenger y colaboradores (2008), mencionan que el Molibdeno en conjunto 

con el Fe, son cofactores para la enzima nitrogenasa, enzima que interviene en la fijación del 

nitrógeno. 
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7.3.6 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Vanadio. 
En presencia del ion V (NaVO3), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), además de los controles 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra Figura 16. 

 

 

Figura 16. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Vanadio. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas 
(P44), C) Bacillus (P43), D) Pseudomonas (P42), E) Pseudomonas (P41), F) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos 
G) Azospirillum brasilense (Ab) y H) Bacillus (aF1), sembradas por triplicado en medio suplementado con NaVO3. Los 
resultados corresponden a las 72 horas de incubación. 

 

 

 

En la Figura 17 se muestran los índices de quelación de sideróforos observados en las cajas de LB-

CAS-V de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) muestra 

diferencias significativas respecto a las demás por su alto índice de quelación (1.72), le siguen 

Bacillus (P43), con 1.55; tanto Stenotrophomonas (P31) como A. brasilense, mostraron un índice de 

quelación de 1.22. Bacillus (P45) mostró un comportamiento significativamente diferente de las 

demás por su bajo índice (1.03). A las 72 horas, Pseudomonas (P42) siguió siendo diferente de las 

demás muestras, con un índice de 2.03, seguida de Bacillus (P43), con 1.82, Stenotrophomonas 

(P31), con 1.47, y el control Azospirillum brasilense (Ab), con 1.46. Bacillus (P45) siguió mostrando 

un índice bajo (1.04), significativamente diferente a las demás muestras. 
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Figura 17. Índices de quelación de sideróforos en medio LB suplementado con CAS y Vanadio. Los datos de las 48 y 72 h no 
se ajustaron a una distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y la comparación de medias de Dunn 
(α = 0.05). 

 

En el caso de este ion no se han reportado trabajos donde se usó como suplemento del reactivo 

CAS. La determinación de sideróforos para Vanadio, al igual que su índice de quelación, puede ser 

de interés ya que, Bellenger y colaboradores (2008), reportaron que el Vanadio puede sustituir al 

Molibdeno como cofactor para la enzima nitrogenasa, enzima que interviene en la fijación del 

nitrógeno. 
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7.3.7 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Cadmio. 
En presencia del ion Cd (CdCl2), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), así como los controles 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 18. 

 

 

Figura 18. Formación de halos de quelación en medio suplementado con CAS y Cadmio. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas 
(P44), C) Bacillus (P43), D) Pseudomonas (P42), E) Pseudomonas (P41), F) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos 
G) Azospirillum brasilense (Ab) y H) Bacillus (aF1), sembradas por triplicado en medio suplementado con CdCl2. Los 
resultados corresponden a las 72 horas de incubación. 

 

 

En la Figura 19 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-

CAS-Cd de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) mostró diferencia 

significativa respecto a las demás cepas por su alto índice (1.73), seguida de Bacillus (P43), con 1.48, 

y el control A. brasilense (Ab), con 1.13; tanto Pseudomonas (P41) como Stenotrophomonas (P31), 

no mostraron formación de halo. El control Bacillus (aF1) mostró diferencia significativa respecto a 

las demás por su bajo índice (1.04). A las 72 horas, Pseudomonas (P42) se mantuvo 

significativamente diferente de las demás por su alto índice (2.02), seguida por Bacillus (P43), con 

1.87, y A. brasilense (Ab), con 1.49; el control Bacillus (aF1) fue diferente de las demás muestras por 

su bajo índice (1.04).  
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Figura 19. Índices de quelación de sideróforos en medio LB suplementado con CAS y Cadmio. Los datos de las 48 y 72 h no 
se ajustaron a una distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y la comparación de medias de Dunn 
(α = 0.05). 

Sayed y colaboradores (2013) investigaron el rol que pueden tener los sideróforos de bacterias PGPR 

en la bioremediación de metales pesados, modificando el medio cromo azurol cambiando el FeCl3 

por MnCl2·4H2O, NiCl·6H2O, ZnCl2, CuCl2 y CoCl2, a pesar de no usar Cd dentro de los iones a prueba, 

citaron a Aiken et al. (2003), quienes reportan que los sideróforos se pueden unir a iones divalentes, 

entre ellos el Cadmio el cual, según González-Chávez (2005), es un metal tóxico que puede ser 

enlazado por los sideróforos para removerlo del ambiente. 
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7.3.8 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Cobalto. 
En presencia del ion Co (CoCl2), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), además de los controles 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 20. 

 

 

Figura 20. Formación de halos de quelación en medio CAS y Cobalto. A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas (P42), C) 
Pseudomonas (P41), D) Stenotrophomonas (P31) y los controles positivos E) Azospirillum brasilense (Ab) y F) Bacillus (aF1), 
sembradas por triplicado en medio suplementado con CoCl2. Los resultados presentados corresponden a las 72 horas de 
incubación. 

 

 

En la Figura 21 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-

CAS-Co de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) mostró 

diferencia significativa respecto a las demás cepas por su alto índice (1.54), seguida de 

Stenotrophomonas (P31), con 1.32, así como Pseudomonas (P41) y el control A. brasilense (Ab), 

ambas con 1.26; Bacillus (P45) mostró diferencia significativa respecto a las demás por su bajo índice 

(1.01). A las 72 horas, Pseudomonas (P42) se mantuvo significativamente diferentes a las demás 

cepas por su alto índice (1.66), seguida del control A. brasilense (Ab), con 1.50, y Pseudomonas (P41), 

con 1.48; Bacillus (P45) fue diferente a las demás muestras por su bajo índice (1.02). 
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Figura 21. Índices de quelación de sideróforos en medio LB suplementado con CAS y Cobalto Los datos de las 48 y 72 horas 
no se ajustaron a una distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y comparación de medias con la 
prueba de Dunn (α = 0.05). 

Patel et al. (2018) reportaron que Pseudomonas, en presencia de Cobalto, tuvo un comportamiento 

como un “positivo fuerte”, sin embargo, no realizaron mediciones de diámetro de halo y colonia. 

Larios Bayona (2014) reportó que el Cobalto es esencial para fijación de nitrógeno. 
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7.3.9 Actividad de sideróforos en medio CAS suplementado con Plomo. 
En presencia del ion Pb (Pb(NO3)2), mostraron crecimiento y formación de halos Bacillus (P45), 

Pseudomonas (P42), Pseudomonas (P41), Stenotrophomonas (P31), así como los controles positivos 

Azospirillum brasilense (Ab) y Bacillus (aF1), como se muestra en la Figura 22 . 

 

 

Figura 22. Formación de halos de quelación en medio CAS y Plomo; A) Bacillus (P45), B) Pseudomonas (P42), C) 
Pseudomonas (P41), D) Stenotrophomonas (P31), y los controles positivos E) Azospirillum brasilense (Ab) y F) Bacillus (aF1), 
sembradas por triplicado en medio suplementado con PbCl2. Los resultados corresponden a las 72 horas de incubación. 

 

En la Figura 23 se muestran los índices de quelación de sideróforos obtenidos en las cajas de LB-

CAS-Pb de las cepas que crecieron con este ion. A las 48 horas, Pseudomonas (P42) mostró diferencia 

signficativa respecto a las demás cepas por su alto índice (1.63), seguida de Stenotrophomonas 

(P31), con 1.42, y Pseudomonas (P41), con 1.36; tanto Bacillus (P45) como el control Bacillus (aF1) 

mostraron diferencias significativas respecto a las demás muestras por sus bajos índices, de 1.05 y 

1.09, respectivamente. A las 72 horas, Pseudomonas (P42) se mantuvo significativamente diferente 

a las demás por su alto índice (1.79), seguida tanto de Stenotrophomonas (P31) como de 

Pseudomonas (P41), ambas con 1.69; Bacillus (P45) fue diferente de las demás muestras por su bajo 

índice (1.09). 
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Figura 23. Índices de quelación de sideróforos en medio LB suplementado con CAS y Plomo. Los datos de las 48 y 72 horas 
no se ajustaron a una distribución normal, por lo que se les aplicó la prueba de Wilcoxon y comparación de medias con la 
prueba de Dunn (α = 0.05). 

Sayed, Patel y Reddy (2013), investigaron el rol que pueden tener los sideróforos producidos por 

bacterias con actividad PGPR en la bioremediación de metales pesados, a través de la modificación 

del ion presente en el medio de cultivo suplementado con cromo azurol; cambiaron el FeCl3 por 

MnCl2·4H2O, NiCl·6H2O, ZnCl2, CuCl2 o CoCl2. A pesar de no usar Pb dentro de los iones a prueba, 

citaron a Aiken et al. (2003), quienes reportaron la presencia de sideróforos que se pueden unir a 

iones divalentes como el Pb. Por su parte, González-Chávez (2005) reporta que el plomo es un metal 

tóxico que puede ser enlazado por los sideróforos para removerlo del ambiente. 
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8 - Conclusiones 
Se determinó, de forma cualitativa en un medio suplementado con hierro, que 6 de las 45 cepas 

bacterianas aisladas de E. platyacanthus, pertenecientes a la colección del Laboratorio de Ecología 

Molecular, son las productoras de sideróforos.  

De forma cualitativa se determinó que, de las 6 muestras productoras de sideróforos con hierro, 

Stenotrophomonas (P31) mostró el mayor índice de quelación a las 48 y 72 horas (1.47 y 1.64, 

respectivamente); Pseudomonas (P42) mostró el menor índice a las 48 horas (0.92) y Pseudomonas 

(P41) mostró el menor índice de quelación (1.07) a las 72 horas. 

De forma cuantitativa se determinó el porcentaje de quelación de las 6 muestras productoras y se 

determinó que las muestras con mayor porcentaje fueron: a las 24 horas, Bacillus (P43) con 27.57%, 

a las 48 horas, Stenotrophomonas (P31) con 30.24%, y a las 72 horas, el control positivo A. brasilense 

con 37.63%, seguido de Pseudomonas (P44), con 29.31 %. 

Se determinó la producción cualitativa de sideróforos en presencia de diferentes iones (Zn, V, Mo, 

Cu, Co, Cr, Pb, Ni y Cd) a 56 ppm; Pseudomonas (P42) mostró el mayor índice de quelación a las 48 

y 72 horas con todos los iones; por su parte, Bacillus (P45) y el control positivo Bacillus (aF1) 

mostraron el menor índice de quelación a las 48 y 72 horas con todos los iones. 
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10 - Anexos 

10.1 - Calendario de actividades 
Actividad Junio Julio sept oct Nov dic enero 

Preparación de los 
medios con CAS 

+ 

Preparación de 
inóculos  

+ 

ensayo cualitativo + + + 

Selección de cepas 
productoras de 
sideróforos 

+ + + 

Ensayo 
cuantitativo 

+ + + 

Prueba de cepas 
seleccionadas con 
diferentes metales 

+ + + 

Lectura de 
material 
bibliográfico 

+ + + + + + + 

Escritura de 
reporte 

+ + + + + + 

10.2 – Índices de quelación de bacterias productoras de sideróforos con Mo, Ni, Zn, 

V, Cd, Cu, Cr, Pb y Co. 

Índice de quelación de cepas en LB-CAS-Zn 

muestras Índice de quelación sd diámetro halo 
naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.04 B 1.02 B ±0.016 ±0.006 2.12 2.17 

Bacillus (P43) 1.21 AB 1.45 AB ±0.017 ±0.053 2.19 2.76 

Pseudomonas (P42) 1.69 A 1.82 A ±0.005 ±0.011 3.08 3.49 

Pseudomonas (P41) 1.48 AB 1.51 AB ±0.051 ±0.029 2.77 2.88 

Stenotrophomonas (P31) 1.42 AB 1.74 AB ±0.220 ±0.062 2.56 3.08 

Azospirillum brasilense (control) 1.32 AB 1.64 AB ±0.138 ±0.077 2.81 3.48 

Bacillus control (aF1) 1.10 AB 1.16 AB ±0.017 ±0.055 2.25 2.3 
Tabla 7. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Zinc a las 48 y 72 h 
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Índice de quelación de cepas en LB-CAS-Mo 

Muestras Índice de quelación sd diámetro halo 
naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.10 B 1.11 B ±0.030 ±0.036 1.92 2.07 

Pseudomonas (P42) 1.70 A 1.86 A ±0.003 ±0.033 3.04 3.52 

Pseudomonas (P41) 1.20 AB 1.55 AB ±0.025 ±0.031 2.15 2.88 

Stenotrophomonas (P31) 1.44 AB 1.64 AB ±0.021 ±0.019 2.85 3.41 

Azospirillum brasilense (control) 1.29 AB 1.61 AB ±0.007 ±0.032 2.45 3.22 

Bacillus control (aF1) 1.11 AB 1.13 AB ±0.004 ±0.005 1.88 1.95 
Tabla 8. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Molibdeno a las 48 y 72 h 

Relación diámetro halo/diámetro colonia de cepas en LB-CAS-Ni 

Muestras Índice de quelación sd diámetro halo naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.05 D 1.07 B ±0.020 ±0.003 2.12 2.22 

Pseudomonas (P42) 1.50 A 1.63 A ±0.021 ±0.022 3.03 3.4 

Pseudomonas (P41) 1.25 C 1.43 AB ±0.01 ±0.03 2.73 3.33 

Stenotrophomonas (P31) 1.34 B 1.35 AB ±0.041 ±0.041 2.52 2.62 

Azospirillum brasilense (Ab) 1.24 C 1.50 AB ±0.018 ±0.025 2.39 3.03 

Bacillus (aF1) 1.07 D 1.09 AB ±0.010 ±0.015 1.93 1.99 
Tabla 9. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Níquel a las 48 y 72 h 

Relación diámetro halo/diámetro colonia de cepas en LB-CAS-Cu 

Muestras Índice de 
quelación 

sd diámetro halo 
naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.11 D 1.10 AB ±0.02 ±0.03 1.81 1.89 

Pseudomonas (P44) 1.12 D 1.14 AB ±0.02 ±0.03 1.89 2.01 

Bacillus (P43) 1.43 B 1.64 AB ±0.03 ±0.04 2.40 2.87 

Pseudomonas (P42) 1.75 A 2.02 A ±0.12 ±0.06 3.11 3.73 

Pseudomonas (P41) 1.23 CD 1.51 AB ±0.03 ±0.06 1.88 2.45 

Stenotrophomonas (P31) 1.34 BC 1.56 AB ±0.01 ±0.02 2.11 2.68 

Azospirillum brasilense(control) 1.38 BC 1.55 AB ±0.02 ±0.01 2.32 2.81 

Bacillus control (aF1) 1.02 D 1.02 B ±0.005 ±0.01 2.11 2.18 
Tabla 10. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Cobre a las 48 y 72 h 
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Relación diámetro halo/diámetro colonia de cepas en LB-CAS-Cd 

Muestras Índice de quelación SD diámetro halo 
naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.07 AB 1.06 AB ±0.03 ±0.02 1.71 1.79 

Pseudomonas (P44) 1.12 AB 1.13 AB ±0.01 ±0.01 1.85 1.95 

Bacillus (P43) 1.48 AB 1.87 AB ±0.02 ±0.02 2.22 2.90 

Pseudomonas (P42) 1.73 A 2.02 A ±0.01 ±0.02 2.65 3.37 

Pseudomonas (P41)  - 1.31 AB - ±0.05 - 1.96 

Stenotrophomonas (P31)  - 1.26 AB - ±0.04 - 1.92 

Azospirillum brasilense (control) 1.13 AB 1.49 AB ±0.03 ±0.02 1.74 2.48 

Bacillus control (aF1) 1.04 B 1.04 B ±0.01 ±0.003 1.64 1.71 
Tabla 11. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Cadmio a las 48 y 72 h. 

Relación diámetro halo/diámetro colonia de cepas en LB-CAS-V 

Muestras Índice de quelación sd diámetro halo naranja(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 

Bacillus (P45) 1.03 B 1.04 B ±0.02 ±0.01 1.64 1.71 

Pseudomonas (P44) 1.12 AB 1.14 AB ±0.01 ±0.01 1.84 1.96 

Bacillus (P43) 1.55 AB 1.82 AB ±0.02 ±0.02 2.32 2.91 

Pseudomonas (P42) 1.72 A 2.03 A ±0.21 ±0.07 2.78 3.49 

Pseudomonas (P41) 1.05 AB 1.44 AB ±0.01 ±0.04 1.47 2.18 

Stenotrophomonas (P31) 1.22 AB 1.47 AB ±0.01 ±0.01 1.90 2.46 

Azospirillum brasilense (control) 1.22 AB 1.46 AB ±0.01 ±0.02 2.02 2.55 

Bacillus control (aF1) 1.03 AB 1.08 AB ±0.01 ±0.02 1.59 1.73 
Tabla 12. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Vanadio a las 48 y 72 h. 

Relación diámetro halo/ colonia de cepas en LB-CAS-Cr 

Muestras Índice de 
quelación 

sd diámetro halo naranja 
(cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48h 72h 

Bacillus (P45) 1.14 1.06 B ±0.19 ±0.01 2.01 1.96 

Pseudomonas (P42) 1.58 1.74 A ±0.02 ±0.03 2.85 3.26 

Pseudomonas (P41) 1.34 1.65 AB ±0.02 ±0.03 2.24 2.86 

Stenotrophomonas (P31) 1.42 1.67 AB ±0.03 ±0.02 2.53 3.18 

Azospirillum brasilense (control) 1.58 1.62 AB ±0.02 ±0.01 2.85 2.90 

Bacillus control (aF1) 1.09 1.10 AB ±0.00 ±0.01 2.06 2.13 
Tabla 13. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Cromo a las 48 y 72 h. 
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Relación diámetro halo/ colonia de cepas en LB-CAS-Pb 

Muestras Índice de quelación sd diámetro halo 
naranja (cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48h 72h 

Bacillus (P45) 1.05 E 1.09 B ±0.01 ±0.02 1.81 1.97 

Pseudomonas (P42) 1.63 A 1.79 A ±0.00 ±0.02 2.83 3.29 

Pseudomonas (P41) 1.36 C 1.69 AB ±0.01 ±0.00 2.23 2.94 

Stenotrophomonas (P31) 1.42 B 1.69 AB ±0.01 ±0.04 2.52 3.15 

Azospirillum brasilense (control) 1.30 D 1.64 AB ±0.04 ±0.02 2.12 2.85 

Bacillus control (aF1) 1.09 E 1.11 AB ±0.02 ±0.020 1.97 2.05 
Tabla 14. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Plomo a las 48 y 72 h. 

Relación diámetro halo/ colonia de cepas en LB-CAS-Co 

Muestras 

Índice de quelación sd 
diámetro halo 
naranja (cm) 

48 h 72 h 48 h 72h 48h 72h 

Bacillus (P45) 1.01 E 1.02 B ±0.00 ±0.01 2.12 2.19 

Pseudomonas (P42) 1.54 A 1.66 A ±0.02 ±0.02 3.06 3.41 

Pseudomonas (P41) 1.26 C 1.48 AB ±0.03 ±0.02 2.30 2.82 

Stenotrophomonas (P31) 1.32 B 1.45 AB ±0.03 ±0.03 2.86 3.30 

Azospirillum brasilense (control) 1.26 B 1.50 AB ±0.02 ±0.01 2.35 2.93 

Bacillus control (aF1) 1.11 D 1.12 AB ±0.01 ±0.01 2.19 2.24 
Tabla 15. Índice de quelación de cepas en medio CAS suplementadas con Cobalto a las 48 y 72 h. 


