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RESUMEN
La contaminacidn por metales pesados representa
un problema creciente en la cultura industrializada.
Representan una amenaza bioldgica, pues no son
biodegradables, aunque existen mecanismos que
poseen los organismos para acumular, traslocar,
transformar, inmovilizar o estabilizarlos. El niquel es
un metal pesado presente en descargas mineras,
en la industria de la fundicion, refinacion de
elementos metalicos, entre otras. Es conocido que
la asociacion de plantas con algunas bacterias
benéficas ayuda a las plantas a tolerar niveles de
estrés como la contaminacién por metales pesados.
En el presente trabajo se propuso remediar suelo
contaminado con niquel, con ayuda de Medicago
sativa, una planta hiperacumuladora, en asociacion
con la cepa promotora de crecimiento vy
biorremediadora Pseudomonas putida KT2440. Se
establecieron  tratamientos  semi-hidropdnicos
donde se trasplantaron germinados de M. sativa
inoculados y no con la cepa bacteriana. Se
determind la concentracidon del metal en el suelo a
distintos tiempos de tratamiento por medio de
espectrofotometria de absorcion atémica. La cepa
bacteriana, 15 dias posteriores al montaje del
experimento, no fue posible detectarla, tampoco se
observd tolerancia al estrés por la planta. Sin
embargo, hubo un establecimiento prolifico de
hongos y los ensayos de absorcion atdmica revelan
una disminucién significativa en los niveles de

concentracion de niquel en el suelo.
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Palabras clave: Contaminacién de suelo,
Medicago sativa, Metales pesados, Microorganismos
mesofilos, Plantas hiperacumuladoras, Pseudomona

putida KT2440.

ABSTRACT

Heavy metal pollution represents a growing

problem in the industrialized culture. They
represent a biological threat, because they are not
biodegradable, although there are mechanisms that
the organisms possess to accumulate, translocate,
transform, immobilize or stabilize them. Nickel is a
heavy metal present in mining discharges, in the
foundry industry, refining of metallic elements,
among others. It is known that the association of
plants with some beneficial bacteria helps plants to
tolerate stress levels such as heavy metal
contamination. In the present work it was proposed
to remedy soil contaminated with nickel, with the
help of Medicago sativa, a hyperaccumulating
plant, in association with the growth promoter and
bioremediator strain P. putida KT2440. Semi-
hydroponic treatments were established where
germinated M. sativa inoculated were transplanted
and not with the bacterial strain. The concentration
of the metal in the soil at different treatment times
was determined by means of atomic absorption
spectrophotometry. The bacterial strain, 15 days
after the assembly of the experiment, it was not
possible to detect it, nor was tolerance to stress by
the plant observed. However, there was a prolific

establishment of fungi and the atomic absorption
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tests reveal a significant decrease in the
concentration levels of nickel in the soil.
Keywords:

Heavy metals, Hyperaccumulative

plants, Medicago

Pseudomona putida KT2440,

sativa, Mesophilic
microorganisms,

contaminated soil.

INTRODUCCION

La contaminacion por metales pesados es un
problema que ha ido en aumento en los Ultimos
afos debido al incremento en las actividades
antropogénicas tales como la mineria, la
metalurgia, la agricultura o el aumento en el
nimero de vehiculos que transitan por México [1].
Esta contaminacion es debida a dispersion de
sdlidos, liquidos o particulas finas liberadas a la
atmosfera que entonces se depositan en cuerpos
de agua, sedimentos y suelos [2].

Entre los contaminantes, el niquel es uno de los
metales pesados presentes en descargas mineras,
en la industria de la fundicion, refinacion de
elementos metalicos, entre otras industrias que
utilizan este metal como materia prima. Su
presencia en lodos residuales utilizados como
fertilizantes es una de las causas de Ia
contaminacién en suelos y plantas [2].

Esta reportado, desde 1988, que el niquel es un
elemento esencial para las plantas [3] pero de igual
forma es fitotdxico cuando estd presente en altas
concentraciones [4] al igual que disminuye la
biodisponibilidad de otros nutrientes necesarios

para la absorcidon y translocacion a los diferentes
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organos de las plantas provocando deficiencias
serias en su crecimiento y desarrollo [5].

Algunas plantas son capaces de acumular grandes
cantidades de metales pesados, y se les conoces
como “hiperacumuladoras” [6]. Estas generalmente
tienen poca biomasa debido a que utilizan mas
energia en los mecanismos que son necesarios
para adaptarse a las altas concentraciones de metal
tejidos [7]. Esta

dependiendo de Ia

en sus capacidad varia

especie vegetal y su
metabolismo, el metal pesado, el suelo de cultivo y
la interaccion planta-raiz-metal [8].

Asimismo, los microorganismos son vitales en la
transformacion de compuestos ya que influencian
su biodisponibilidad y remediacién, pueden alterar
la toxicidad, solubilidad en agua y la movilidad del
elemento [9]. Los microorganismos modifican la
concentracion de metales pesados en el ambiente,
ya que cuentan con mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos para remover metales en suspension
[10]. Entre las transformaciones enzimaticas de los
metales realizadas por microorganismos se
encuentran la oxidaciéon, reduccién, metilacion y
desmetilacion, las cuales como resultado pueden
solubles en

dar compuestos poco agua o

compuestos volatiles [11].

En base a lo anterior y en un esfuerzo por
comprender mejor las bases fisioldgicas de la
toxicidad del niquel en los diferentes ensayos, el
objetivo de este trabajo fue: evaluar el efecto del
niquel a 3000 ppm sobre la especie Medicago
sativa L., la capacidad de P. putida KT2440 de
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crecer en suelo contaminado con niquel y la
simbiosis entre la planta y la bacteria para la

eliminacion del metal pesado.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de suelo.

El procedimiento de muestreo se llevé a cabo de la
siguiente manera: Se seleccionaron 3 puntos de
muestreo de forma aleatoria (Figura 1) dentro de
Ciudad Universitaria de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP).

e En cada uno de los tres puntos, se tomo,
con ayuda de una espatula y un bieldo
pequenos, aproximadamente 1 kg de suelo
y se depositd en una tina de plastico limpia.
En total se obtuvo un peso de muestra
compuesta de aproximadamente 3 kg de
suelo.

e Posteriormente, se tamizd la muestra de
suelo con ayuda de coladores de plastico.
Una vez tamizada la muestra compuesta, se
colocd en bolsas de plastico y se transportd

al laboratorio.

Determinacion de pH.
La medicion de pH del suelo se llevd a cabo
siguiendo algunos de los lineamientos de la NOM-
021-RECNAT-2000 que
fertilidad,

establece las
especificaciones  de salinidad vy
clasificacion de suelos.

Se determind el pH con un potencidmetro portatil
(USA, ATC). Se obtuvo una muestra compuesta

total de 1g de suelo de cada uno de los

w
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tratamientos (Suelo sin contaminar, suelo con
niquel, suelo con niquel + M. sativa, suelo con
niquel + P. putida KT2440, suelo con niquel + M.
sativa + P. putida KT2440). Por separado cada
gramo de muestra compuesta se colocé en un
recipiente plastico y se anadieron 10 mL de agua
destilada. Se mantuvieron en agitacion constante a
intervalos de 5 minutos durante media hora. Se
dejo reposar 15 minutos y se procedié a tomar la

medida con el potencidmetro.
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Figura 1. Croquis de la zona de muestreo en
Ciudad Universitaria BUAP.

Determinacidon de materia organica del suelo.

La determinacion de la materia organica del suelo
muestreado se evalud de acuerdo con la NOM-021-
RECNAT-2000, que establece las especificaciones
de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos,

estudios, analisis y muestreo.
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La NOM propone el método Walkley y Black, este
método detecta entre un 70-80% del carbono
organico total, mas un factor de correccion variable
para cada tipo de suelo. En México, dicho factor es
de 1.298.

Tabla 1. Clasificacion del suelo de acuerdo con su

pH extraido en conformidad con la NOM 021
RECNAT 2000
Clasificacion pH
Fuertemente acido <5.0

Moderadamente acido 5.1-6.5

Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7.4-8.5

Fuertemente alcalino >8.5

Primeramente, se pesaron 0.25 g de suelo seco y
se colocaron en un matraz de 500 mL, se procesd
un blanco a la par. Se adicionaron 5 mL de K,Cr,0;
y se mezcld con el objetivo de que entrase en
contacto con toda la muestra de suelo. Se
agregaron 10 mL de H,SO4 por las paredes. Se
agitd por 1 minuto y posteriormente se dejo
reposar 30 min. Una vez pasado el tiempo de
reposos, se afiadieron 10 mL de agua destilada, se
agregaron 2.5 mL de H3;PO4 concentrado, y 5 gotas
de indicador difenilamina. Por ultimo, se procedid a
titular con FeSO4 gota a gota con ayuda de una

bureta hasta observar el viraje a color esmeralda.

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000,
%C orgdnico = ((B-T)/g)(N)(0.39) mcf

W ’ ..
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donde:

B=Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar
el blanco de reactivos (mL)

T=Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar
la muestra (mL)

N=Normalidad exacta del sulfato ferroso

g=Peso de la muestra empleada

mcf=1/0.77=1.298

mfc es el factor de correccion de humedad, ya que
como con este procedimiento se detecta entre un
70-84% del carbono organico total, es necesario
introducir este factor de correccion, el cual puede
variar entre suelo y suelo de acuerdo con la
condicion geografica. Finalmente se compara con la
tabla 2 para establecer la clasificacion de materia

organica.

Tabla 2. Valores de referencia para clasificar la
concentracion de la materia organica en los
suelos minerales y volcanicos.

Clase Materia organica (%)
Suelos Suelos no
volcanicos volcanicos
Muy bajo <4.0 <0.5
Bajo 4.1-6.0 0.6-1.5
Medio 6.1-10.9 1.6-3.5
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy alto >16.1 >6.0

Alianzas y Tendencias - BUAP, Vol. 4, No. 14
Germinacién de semillas de alfalfa (Medicago sativa
L.).

Con el objetivo de obtener germinados de la planta
M. sativa y poder utilizarla como modelo de
biorremediacion de niquel en este experimento, se
seleccionaron 66 semillas, cuyo primer filtro de
seleccion fue dejarlas en agua para descartar
aquellas que flotaran debido a algun dafio fisico de
la semilla. Se llevd a cabo en condiciones de
esterilidad bajo campana de flujo laminar, un
proceso de desinfeccion con lavados con etanol al
70% y con NaClO al 0.15% [12].

Una vez realizada la desinfeccion, se procedid a
colocar, en una placa Petri, algodon estéril y se
humedecié con agua en la misma condicién. Se
colocaron de 15 a 20 semillas de alfalfa en cada
caja con ayuda de pinzas estériles, y se sellaron.
Por ultimo, se incubaron en oscuridad a 30°C
durante 6 dias [12].

Cuenta total de microorganismos mesofilos.

Se tomd 1 gramo de muestra compuesta de cada
uno de los tratamientos. Se homogenizé en 9 mL
de agua destilada estéril y se procedié a realizar
diluciones 1:10 de las mismas. Anteriormente, se
“Método

estandar” que se dejo enfriar sin gelificar. En cajas

habia preparado medio sdlido para

Petri estériles se inoculé 1 mL de las diluciones 107
y 10

Posteriormente se agregd el

de cada uno de los tratamientos.
medio que se
encontraba a una temperatura templada y se
homogenizd con el indculo (6 giros en sentido de

las manecillas del reloj y 6 giros en sentido

(€3]
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contrario a las manecillas del reloj), y se dejd
gelificar el medio. Todo esto bajo condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar. Por Gltimo,
se incubaron por 72 horas a 30°C, con monitoreo
cada 24 h [15].
Andlisis de la concentracion de niquel por
espectrofotometria de absorcidon atomica.

De acuerdo con la NOM-147-SEMARNAT/SSAI-2004
que establece los criterios para determinar las
concentraciones  de metales en suelos
contaminados con arsénico, bario, berilio, cadmio,
cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo,
selenio, talio y/o vanadio, se debe llevar a cabo una
digestion acida de la muestra para poder medir la
concentracion del metal de interés en un
espectrofotdmetro de absorcion atémica (marca
AAnalyst 400). El

modificado se describe en la figura 2.

PerkinElmer procedimiento
Calculo para la concentracién de Niguel
Ni = (X) (factor de dilucion) (0.05)/0.001
donde
X = concentracion en mL/L
Factor de dilucion = 1
0.05 = volumen de aforo en L (50 mL)
0.001 = muestra digestada en Kg (1 g)

Disefio experimental

Preparacion de la cepa.

La cepa P. putida KT2440 fue sembrada en medio
Bertani con una

de cultivo solido Luria

concentracion de 100 [Olg/mL de antibidtico
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Cloranfenicol. La cepa fue resembrada de forma
masiva. Se incubd durante 24 horas a 30 °C.

A las 24 horas, se prosiguid a recoger el
crecimiento en la placa mediante la adicién de 5 mL
de agua destilada estéril y un posterior raspado
sobre la placa para recolectar todo el crecimiento
de la cepa sobre la placa. Se transfirio el raspado
de la placa a un tubo Falcon estéril de 50 mL y se
aford la solucidn bacteriana hasta 40 mL con agua

destilada estéril [32].

agua
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Figura 2. Procedimiento para llevar a cabo la
digestion acida de las muestras de suelo.
Elaboracion propia con herramienta didactica
Biorender (https://app.biorender.com/)

Preparacion de las Jarras de Leonard.

Para montar el experimento, se eligid el sistema
hidropdnico conocido como Jarras de Leonard [13],
con algunas modificaciones. Dado que el suelo
resultdé ser rico en materia organica, la parte
inferior de la botella se utilizd para sistema de
drenaje. Las Jarras de Leonard se prepararon con
botellas PET de 1.5 L cortadas a la mitad. Se les

colocd una cuenda de algodéon como conexidn

w
(65}
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entre la parte superior e inferior y se colocd una
gasa de algodon en la boquilla para detener la
cuenda. Se esterilizaron por 20 minutos en luz UV

en condiciones de flujo laminar [14].

Contaminacion de suelo.

De acuerdo con la NOM-147-SEMARNAT/SSAI-
2004, que establece los criterios para determinar
las concentraciones de remediacion de suelos
contaminados con arsénico, bario, berilio, cadmio,
cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo,
selenio, talio y/o vanadio, el limite maximo
permisible de concentracién de niquel en suelo
para uso agricola comercial es de 1600 mg/Kg,
mientras que, para uso industrial, el limite maximo
permisible es de 20000 mg/Kg.

Primeramente, el suelo muestreado y tamizado se
esterilizd a 15 libras de presion y 121 °C por 15
minutos. Se preparéd 1L de una solucién de 3000
ppm de NiSO; con agua destilada estéril en
condiciones de esterilidad bajo campana de flujo
laminar. Posteriormente se procedié a agregar 100
mL de la solucion contaminante a 10 de las 13
jarras que contenian un volumen de 200 cm?® de
suelo, de acuerdo con la tabla 3. Cabe aclarar que
3 jarras con 200 cm® de suelo, no se les adiciond
solucién contaminante se usaron como control.

A cada una de las jarras de Leonard preparadas
previamente, se les agregé un volumen de 200 cm?®
de suelo. Se les agregd 100 mL de la solucion de
NiSO; a 10 de las jarras y se dejé impregnar el
suelo por dos dias. Posteriormente, se

trasplantaron 3 germinados de M. sativa, en cada
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una de las botellas destinadas a tratamiento con
planta como se indica en la tabla 3: (suelo + M.
sativa, suelo + niquel + M. sativa, suelo + niquel +
P. putida KT2440 + M. sativa). Con respecto a los
tratamientos con la cepa KT2440, se afadieron 9
mL por jarra a los tratamientos de Suelo + P.
putida KT2440, suelo + niquel + P. putida KT2440,
suelo + niquel + P. putida KT2440 + M. sativa. En
los tratamientos con planta en combinacion con la
cepa bacteriana, se trasplantd primero el
germinado, y la cepa bacteriana se afadid
posteriormente en los puntos donde se colocd el

germinado [14].

Tabla 3. NUmero de réplicas por tratamiento

Tratamiento Namero de
réplicas
Suelo sin contaminar (blanco) 3
Suelo + niquel
Suelo + P. putida KT2440 3
Suelo + M. sativa 3
Suelo + niquel + P. putida 3
KT2440
Suelo + niquel + M. sativa 3
Suelo + niquel + P. putida 3
KT2440 + M. sativa

Montaje de los ensayos.
El montaje de las jarras de Leonard y de los trece

ensayos se puede observar en la figura 3.
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Figura 3. Jarras de Leonard realizadas con botellas
PET de 1 L.

RESULTADOS

Determinacion de pH.

Los resultados obtenidos en la medicién de pH para
cada muestra compuesta de cada tratamiento se
resumen en la tabla 4, destacando que el suelo se

acidifica en presencia de la solucién de Niquel.

Tabla 4. Resultados de pH de las muestras de suelo
de cada tratamiento.

Tratamiento de pH Clasificacion de la
suelo muestra de suelo de

acuerdo con la NOM

0021 RECNAT 2000

Suelo limpio 7.5 Medianamente alcalino
Suelo con Niquel 6.6 Neutro
Niquel + P. 6.4 Moderadamente acido
putida KT2440
Niquel + M. 6.5 Moderadamente acido
sativa
Niquel + M. 6.6 Neutro
sativa + P. putida
KT2440
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Determinacion de materia organica del suelo.
Ejemplo de calculo:

%C orgdnico suelo=
((9ml-6.1)/0.25g)(1N)(0.39)(1/0.77)=5.872 %

Para obtener el % de materia organica, se
multiplica el % C por el factor 1.724, que es el
factor de relacion de contenido de carbono en la

materia organica

%materia organica = (%C organico)(1.724)
%materia organica suelo = (5.8721%)(1.724)

%materia organica suelo = 10,123%

De acuerdo con los resultados obtenidos, el suelo
analizado contiene un 10.123% de materia
organica, lo cual, de acuerdo con la NOM-021-
RECNAT-2000, indican que es un suelo con muy

alto contenido de materia organica.

Porcentaje de germinacion de semillas de alfalfa
(Medicago sativa L.) y supervivencia a condiciones
de estrés por contaminacion con niquel.

De las 66 semillas puestas a germinar, Unicamente
germinaron 48 semillas (Figura 4), obteniéndose
asi un porcentaje de germinacion de 72.72%.
Ningln germinado de alfalfa, una vez trasplantado
a suelo contaminado, logré desarrollar hojas
verdaderas ni sobrevivid como en el ensayo
mostrado en la figura 5 y 6. Se observd
supervivencia a los 7 dias, pero no desarrollo ni

crecimiento de la plantula.

Articulo original
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Figura 4. Germinados de M. sativa a 3 dias
posteriores al montaje.

Figura 5. (5a) El tratamiento de suelo con niquel
+ Medicago sativa + P. putida KT2440 el primer dia
del montaje. (5b) Una semana después. (5¢c) A las
cuatro semanas del montaje, los germinados no
lograron sobrevivir.

Figura 6. (6a) Se observa el tratamiento de suelo
con niquel + Medicago sativa el primer dia del
montaje. (6b) Una semana después, se comienza a
ver la formacion de una pelicula de hongo. (6¢c) Se
muestra que después de cuatro semanas del
montaje los germinados no sobrevivieron
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Cuenta total de microorganismos mesofilos.
Se monitored el crecimiento de P. putida KT2440
en placas a las 24 horas sin observar crecimiento. A
las 48 horas se observd ligero crecimiento en
algunas de las placas. Finalmente, a las 72 horas,
se observo facilmente el crecimiento en las placas.
En la figura 7, se muestran las diluciones
inoculadas del ensayo que Unicamente contenia
suelo con niquel. Se observaron Unicamente
morfologias filamentosas, circulares, blanquecinas,
lo que sugiere la presencia de hongos. Estos no
fueron en ambas

identificados, sin embargo,

diluciones se muestran morfologias similares.

Figura 7. (7a) Se observa la dilucién 10 de la
muestra de suelo sin contaminar. Unicamente se
observan 4 UFC con morfologia de hongo. (7b) La

dilucién 103, igualmente sélo se observa

morfologia de hongos, 39 UFC.

El ensayo de suelo contaminado con niquel e
inoculado con la cepa P. putida KT2440 (Figura 8),
mostrd presencia de crecimiento filamentoso,
aunque no se logra apreciar crecimiento de
morfologias de origen bacteriano, lo que sugiere
que la cepa inoculada no se logré recuperar a los

15 dias posteriores del tratamiento.
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Figura 8. Muestra de suelo contaminado con
niquel, inoculado con la cepa Pseudomonas putida
KT2440. No se logré obtener un conteo viable, ya

que no se observaron colonias bacterianas
aisladamente, invadidas por micelios, indicando que
la cepa no logrd sobrevivir a los 15 dias.

En el tratamiento donde se trasplantd M. sativa, se
observd mayor diversidad de morfologias (Figura
9), entre las que se encuentran hongos en su
mayoria filamentosos (colonias circulares, colores
blancos y algunos con centro café), y en menor
proporcion colonias de aspecto levaduriforme
(aspecto mucoide, de colores blanco y crema).
También se pudieron observar colonias mas
pequefas que aparentemente pueden ser de origen

bacteriano.

Figura 9. Tratamiento de suelo contaminado con
niquel mas la planta Medicago sativa, se observan
tanto colonias bacterianas como de hongos. (9a)
Dilucién 10™, con 11 UFC tanto bacterianas como
de hongos. (9b) Dilucién 103, con una densidad
mayor de UFC, tanto bacterianas como de hongos.
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En el ensayo tratado con la planta y la cepa P.
putida KT2440,

mayoria de hongos filamentosos, observando la

se obtuvo crecimiento en su

presencia de una colonia de aspecto bacteriano, sin
embargo, la morfologia de la colonia no coincide
con la cepa inoculada, por tal motivo no se realizd

una resiembra en medio selectivo.

Figura 10. Tratamiento de suelo contaminado con
niquel mas el germinado de M. sativa e inoculado
con la cepa P. putida KT2440. (10a) dilucién 10, y
(10b) dilucién 10, No se logra observar presencia
de colonias bacterianas de la cepa buscada, por lo
que se asume que la cepa no fue capaz de
sobrevivir tampoco en este tratamiento.

Tabla 5. NUmero de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) obtenidas por cuenta total.

Tratamiento Dilucion Dilucion
103 10
Suelo +Ni 7.8x10* 8x10*
Suelo + Ni+ Incontables | Incontables
KT2440
Suelo + Ni+ M. 1.72x10° 2.8x10°
sativa
Suelo + Ni+ M. 2x10° 3.4x10°

sativa +KT2440

W , ..
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En la tabla 5, se muestran las UFC/mL de cada uno

de los tratamientos.

Concentracion de niquel por absorcion atédmica.
Una vez que las muestras de cada ensayo al dia 60
de montaje, ya habian sido sometidas al proceso
de digestion acida se prosiguié al analisis por medio
espectrofotdmetro de absorcion atomica.

Una curva estandar de concentraciones especificas

de niquel fue realizada (Tabla 6, Grafico 1).

Tabla 6. Valores de para la curva estandar de
calibracion.

Concentracion de Absorbancia
Niquel (mg/L)

0.4 0.019
0.8 0.034
1.2 0.047
1.4 0.065

Grafico 1. Curva de calibracion realizada con los
datos de absorbancia mostrados en la tabla 6

Curva de calibracion de niquel
0.07
y = 0.0431x + 0.0003 .
0.06
Z 0.05
< 0.04
= 0.03
2 002 i

0.01
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6
Concentracion mg/L
En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos
en la cuantificacion de niquel al inicio y final del

experimento (dia 2 y dia 60).
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Tabla 7. Concentracion de niquel (ppm)
Ensayo Concentra- Concen-
cion inicial tracion
de Ni final de
Ni
1. Niquel + M. sativa 115.599 66.916
2. Niquel + P. putida| 5367.642 28.664
KT2440
3. Niquel + M. sativa| 7228.055 53.006
+ P. putida KT2440

Se llevaron a cabo los calculos con cada uno de los
ensayos para determinar la concentracion de metal
en las muestras.

Ejemplo de célculo:
[Ni]=(2.312)(0.005)/0.001=115.599 mg/Kg

DISCUSION

Determinacion de Materia Organica

El suelo analizado contiene un 10.123% de materia
organica, lo cual, de acuerdo con los datos
proporcionados por la NOM-021-RECNAT-2000,
indican que es un suelo con muy alto contenido de
materia organica. Lo cual lo hace un excelente
sustrato para el desarrollo de las plantas M. sativa
utilizada en este experimento. La alta presencia de
materia organica puede deberse a que el lugar de
muestreo fue una zona en la que se encontraban
plantas ornamentales, ademas de encontrarse
anexo a una obra en construccion, lo cual pudo
haber contribuido a la presencia de materiales
finos, principalmente arcillas silicatadas, como
vermiculita y montmorillonita, que afecten el nivel

de oxidacion del carbono debido a la formacion de
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microagregados estables que protegen la materia
organica.

Sin embargo, estos tipos de determinacion de la
materia organica estan sujetos a interferencias
provocadas por algunos constituyentes del suelo
siempre y cuando se encuentren en cantidades
Se ha

significativa de iones cloruros o iones ferrosos

elevadas. reportado que la presencia
sobreestimarian el monodxido de carbono (CO)
mientras que los nitratos provocarian el efecto
inverso dando valores bajos de CO [16]. En cuanto
al nitrato sodlo interfieren cuando la concentracion
excede el 5 % del contenido de carbono. Por otro
lado, la presencia de calcareo en los suelos podria
neutralizar la acidez del medio, pero algunos
ensayos con contenidos de carbonatos de hasta el

50% p/p no afectan la determinacién [16].

Cuenta total de microorganismos mesofilos

Los suelos son ecosistemas naturales con altas
concentraciones de metales pesados como niquel,
cromo y cobalto, ademas de wuna baja
concentracion de micronutrientes como fdsforo,
nitrdgeno, potasio, calcio y altos niveles de erosion.
Esto hace que dichos ambientes sean considerados
extremos para muchas especies de
microorganismos y plantas. En esto radica la
importancia  de identificar 'y  caracterizar
microorganismos capaces de resistir la presencia de
niquel, podrian considerase buenos candidatos para
procesos de  biorremediacion de  suelos
contaminados por metales pesados [19, 20]. La

resistencia de las bacterias a metales pesados esta
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dada por la intervencién de multiples sistemas
genéticos con especificidad de sustrato diferentes,
pero que comparten las mismas funciones. Estos
sistemas estan ampliamente distribuidos y
contribuyen en la defensa elemental de la célula
frente a metales potencialmente dafinos, asi como
frente a las especies que estos producen al
interactuar con los componentes celulares [20]. Por
otro lado, existen otros sistemas de resistencia muy
especializados y se encuentran solo en algunas
especies bacterianas, confiriéndoles la capacidad de
resistencia a metales pesados [20]. Los géneros
Alcaligenes, Klebsiella, Arthrobacter, Pseudomonas,
Acinetobacter, Enterobacter, Serratia y Acidiphilum,
son los géneros con resistencia a niquel y cobalto
mas referidos [21,22].

La mayoria de los genes involucrados en los
mecanismos de resistencia a metales se localizan
en plasmidos por lo que la seleccién de nuevos
géneros bacterianos con resistencia a niquel y
cobalto puede estar dado por la caracteristica de
los plasmidos de transferirse de una cepa a otra, lo
que posiblemente indica que faltd tiempo para de
adaptacion de la cepa ensayada [21, 22, 23].

La cepa P. putida KT2440, es una cepa ambiental
ampliamente estudiada por su versatilidad
metabdlica y sus capacidades de resistencia y
degradacion de contaminantes, tanto organicos,
como por su resistencia a metales pesados [18].
Estd ampliamente reportado que varias cepas del
Pseudomona  son  capaces de  sintetizar
fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal,

como las auxinas, que estimulan el desarrollo

!
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radicular [26]. Ademas, se ha demostrado que la
respuesta a estrés de las plantas a metales pesados
estda mediada por fitohormonas como el acido
giberélico [25].

El conteo por método estandar de microorganismos
mesofilos en cada uno de los ensayos arrojo que
existen poblaciones flngicas resistentes a la
concentracion de niquel, por otro lado, se
detectaron en menor densidad cepas bacterianas, y
Unicamente en los ensayos de suelo contaminado
con niquel tratado con la M. sativa, y en el ensayo
tratado con M. sativa y KT2440. Esto puede
deberse a que la interaccion microorganismo-
planta, en este caso, de la cepa KT2440, capaz de
colonizar la rizdsfera de plantas, pudo generar
alguna relacién simbidtica, sin embargo, hacen
falta ensayos para poder concluir esto [24].

Por otro lado, la alta densidad poblacional de
hongos detectada en los ensayos de suelo
directamente evidencid que existen una gran
cantidad de hongos con capacidad de resistir a
altas concentraciones de niquel. La presencia de
estos microorganismos posiblemente se debid a
que los sistemas experimentales se tenian en zonas
abiertas y estos hongos encontraron condiciones
propicias para su desarrollo por lo que facilmente

se establecieron.

Supervivencia de M. sativa en el sistema de
biorremediacion

M. sativa ha sido catalogada como una planta
capaz de establecer relaciones benéficas con

rizobios y bacterias consideradas como promotoras
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de crecimiento, ademas de que es considerada una
planta hiperacumuladora. Es por esto por lo que
fue propuesta como modelo para propuesta de
biorremediaciéon [32, 33, 34]. Por otro lado, la
capacidad de resistencia de las plantas al estrés
provocado por metales pesados se ve influenciado
por el estadio de la planta, la edad, la presencia de
fitohormonas, como el acido giberélico, que inhibe
efectos causados por metales pesados en
germinados de plantas de arroz [25]. Por lo tanto,
es posible que la presencia de dicha hormona no se
encuentre en la concentracion suficiente como para
inhibir algunos efectos nocivos sobre la planta,
pues en este estadio de desarrollo, son las auxinas
las que llevan a cabo un rol muy importante en el
desarrollo de la plantula, y debido a que la cepa P.
putida KT2440 es productora de auxinas como la
hormona acido-3-indolacético, se esperaria que la
planta pudiera tener un mejor desarrollo, sin
embargo, como la cepa bacteriana no se detectd
posterior a la inoculacion en ninguno de los
ensayos inoculados con la cepa, se sugiere que no
logré existir un establecimiento de la cepa
bacteriana con M. sativa por lo que no sobrevivié a
las condiciones de contaminacion a esa
concentracion, por lo tanto, no hubo un desarrollo

optimo de la plantula [26, 35].

Concentracion de niquel

La solubilidad de los metales depende de las
caracteristicas de suelo y estan influenciadas
directamente por el pH, este tiene un efecto en la

movilidad de los metales pesados dentro del suelo,

!
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bajo condiciones acidas los metales son mas
moviles y por tanto mas disponibles y al contrario,
en condiciones basicas los cationes son adsorbidos
a la superficie mineral o precipitados disminuyendo
asi la biodisponibilidad de los metales; aunado a
esto los metales del suelo existen como iones
metalicos libres y compuestos metalicos solubles;
como iones intercambiables adsorbidos a las
superficies de la fase sdlida inorganica o como
iones no intercambiables y precipitados; o en
compuestos metalicos intercambiables insolubles
[1]. Se considera que por esta razon el suelo que
se contamind se encontré con concentraciones
iniciales diferentes ya que ademas en el primer
ensayo mostrado en la tabla 7 se tuvo un filtrado
casi total de la solucion contaminante, haciendo asi
la concentracion de metal en suelo menor a los
otros ensayos.

La fitoextraccion resulta una técnica Gtil que utiliza
variedades de plantas hiperacumuladoras para
transferir elementos traza de suelos contaminados
a la parte aérea de la planta. La especie M. sativa
se considera una planta hiperacumuladora [17], se
encontraron estudios que reportan la concentracion
maxima de niquel en valores similares a la norma
que esta planta puede tolerar [6], se considera que
es por esta razdn que en los ensayos Niquel + M.
sativa y Niquel + M. sativa + P. putida KT2440,sin
embargo, no logrd sobrevivir de estos germinados
y en su lugar se observd el crecimiento de un
hongo grisaceo no identificado en la atenuacion del
metal pesado, ya que se tuvo una disminucién del

42.11% vy 99.26% respectivamente respecto a la
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concentracion inicial de niquel cuantificada en el
suelo.
Algunos microorganismos pueden ser capaces de
alterar el estado quimico, la forma o distribucion de
metales en el suelo, las bacterias tienen en general
una amplia capacidad para acumular metales en su
biomasa, en este estudio la cepa P. putida KT2440
no sobrevivid a los ensayos niquel + M. sativa + P.
putida KT2440 y niquel + P. putida KT2440 sin
embargo este Ultimo logré una disminucion del
99.46% del metal.

CONCLUSIONES
M. sativa no puede desarrollarse en un sustrato
contaminado con altas concentraciones de niquel,
bajo las condiciones experimentales evaluadas, de
la misma manera, la cepa de P. putida KT2440 no
fue capaz de permanecer ni asimilar el niquel, a
pesar de que no se utilizé la mayor concentracion
de Ni permitida por la norma (20 000ppm), esto
nos indica que habria que evaluar los valores que la
norma refiere ya que la cepa bacteriana? utilizada
en estos ensayos se considera altamente resistente
a factores similares a los que fue expuesta .

Sin embargo, se observd establecimiento,
crecimiento y proliferacion de hongos en todos los
tratamientos, asimismo en los ensayos de
monitoreo de niquel por absorcidon atdmica, se
observd una disminucidon de la concentracion de
éste, lo cual podria ser atribuible a la presencia de
dichos hongos.

A diferencia de las variables evaluadas en un
desarrollaron

principio, se hongos  que,

!
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adaptandose a las condiciones expuestas en los
ensayos, no solo sobrevivieron si no que lograron la
mayor disminucion del metal.

Los microorganismos cuentan con capacidades
metabdlicas diversas que les permiten utilizar
diferentes tipos de sustratos, los metales pesados
son sustratos que pueden ser transformados a
compuestos mas estables o menos tdxicos por
estos organismos, gracias a esta capacidad se han
podido implementar técnicas de biorremediacion
con el fin de reducir la carga contaminante de un
ambiente o ecosistema.

Podemos observar que el sistema propuesto no se
acoplo en el tiempo establecido, pero se da pauta a
establecer un nuevo sistema biorremediador con
presencia del hongo adaptado a estas
concentraciones de niquel y que funcional con una
eficiencia de remocidon del metal hasta de un

99.4%.
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