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RESUMEN:

Las posibilidades para usar cultivos en la eliminacién de metales pesados del suelo han
sido investigadas desde finales del siglo pasado. El objetivo del estudio es determinar la eficiencia
de Hordeum vulgare (cebada) y Medicago sativa (alfalfa, variedad verdor) en la eliminacion de
niquel del suelo, asi como la influencia de los efectos del niquel en la biodisponibilidad y absorcién
de micronutrientes. La fitorremediacion depende tanto de la produccion de biomasa, como de la
capacidad de acumulacion de niquel en los tejidos. En este experimento se encontrd que la adicion
de niquel en agua de riego no afecta especialmente a la biodisponibilidad de los micronutrientes del
suelo. Se determiné que la alfalfa es capaz de acumular una concentracion de niquel en su parte
aérea de 1361,6 mg/kg m. s. y la cebada de 521,8 mg/kg m. s. A partir de esto, se sugiere que la
alfalfa puede ser usada potencialmente como una planta biorremediadora de suelos contaminados

con niquel.

Palabras clave: niquel, fitorremediacién, biomasa, metales.

ABSTRACT:

The possibilities of using crops in removing metals from soil were investigated in field
trials since the end of the past century. The aim of the study was to determine the efficiency of
Hordeum vulgare and Medicago sativa in removing nickel, as well as the influence of the effects of
nickel on the bioavailability and absorption of micronutrients. The phytoremediation efficiency of
the investigated species depended both on biomass reduction and on the possibility of metal
accumulation in tissues. In this experiment, it was found that the addition of nickel in irrigation
water does not affect the bioavailability of the micronutrients in soil. It was determined that alfalfa
is capable of concentrating the nickel in its aerial part with a value of 1361.6 mg/kg d. m. and
barley with 521.8 mg/kg d. m. It is suggested that alfalfa can potentially be used as a

bioremediation plant for nickel-contaminated soils.

Keywords: nickel, phytoremediation, biomass, metals.
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1. INTRODUCCION

Las plantas requieren al menos de catorce minerales esenciales para su crecimiento, ademas del
carbono, oxigeno e hidrogeno que obtienen de multiples fuentes. Estos elementos se consideran
esenciales porque la mayoria de las plantas los necesitan para sobrevivir o porque sin ellos no
podrian completar su ciclo de vida, crecer o reproducirse (Shukla et al., 2014).

Los nutrientes minerales son tomados del suelo, pudiéndose encontrar como compuestos
organicos e inorganicos que condicionan la capacidad de absorcion o adquisicion por parte de la
planta, es decir, se aumenta o disminuye la disponibilidad de los nutrientes en funcion del tipo de
compuesto en el que se presente (Craine & Dybzinski, 2013). A pesar de esto y de que la cantidad
de minerales requeridos varian de especie en especie, estos se pueden clasificar para la mayoria de
las plantas como macronutrientes (N, K, Ca, P, Mg, y S) y micronutrientes (Fe, Cl, Mn, B, Zn, Cu,
Mo, Ni). Los macronutrientes son los requeridos en grandes cantidades debido a que participan
mayoritariamente de componentes estructurales (proteinas, pared celular, membranas, nucleétidos)
y ademas, presentan un papel importante en el mantenimiento de agua y energia. La deficiencia de
estos nutrientes puede afectar significativamente el desarrollo normal de las plantas; siendo la
disponibilidad de nitrogeno y fosforo las que mas afectan el crecimiento. Por otro lado, los
micronutrientes se requieren en cantidades pequefias y proveen caracteristicas funcionales a las
enzimas, participando mayoritariamente en las reacciones de tipo 6xido-reduccion; por ejemplo, la
ureasa es una enzima que cataliza la conversion de urea a amoniaco y didxido de carbono en las
plantas, reaccion que se ve favorecida por la presencia de niquel en el sitio activo de la enzima
(Brundrett et al., 2016).

El descubrimiento de los mecanismos de absorcién, transporte y distribucion de los minerales
en las plantas ha permitido entender la importancia gque tienen estos elementos. Existen mdltiples
estudios que analizan la absorcion de cada mineral, evidenciando la competencia que existe entre
trazas de metales que seran absorbidos, asi como la competencia entre algunos macronutrientes y
micronutrientes. Por ejemplo, la absorcién de Mn inhibe fuertemente la absorcién de Mg, vy
viceversa, mientras la absorcion de K inhibe la toma tanto de Mn como la de Mg (Reid & Hayes,
2003). Esto se debe a que un elemento puede reemplazar al otro en algunos sistemas enzimaticos,
reflejando que una poca afinidad a ciertos minerales le permite a las plantas adaptarse ante lo que el
medio le provee (Shukla et al., 2014). En contraste, la especificidad y dependencia de absorcion de
otros elementos aumenta la probabilidad de que las plantas presenten deficiencias de nutrientes que
se traducen en un desequilibrio nutricional que puede afectar al crecimiento celular. En
Arabidopsis, se ha demostrado que una deficiencia de Fe puede desencadenar sintomas de clorosis
y estimular la absorcion de Mn, Zn'y Co pero no de Cu (Vert et al., 2002).



La falta de selectividad por un elemento u otro y la poca regulacién por parte de algunos canales
de transporte se asocia a la absorcion de especies toxicas (Ni, Cd, Cr, Hg, Pb) y a la competencia
con los micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, Ni, y Mo), siendo los méas favorecidos aquellos de mayor
concentracion (Liu, 1998; Page & Feller, 2015). Un exceso de alguno de estos compuestos resulta
toxico o fatal para la mayoria de las plantas. Por ejemplo, la presencia de altos niveles de Ni en el
suelo puede inducir a la aparicion de sintomas de clorosis, necrosis, y marchitamiento (Gajewska &
Skodowska, 2007; Ghasemi & Ghaderian, 2009). Asimismo, el niquel puede contribuir a la
deficiencia de cationes que compiten con él, disminuyendo de esta forma las concentraciones de

Ca, Mn, Fe, N, K, Zn y Mn con el aumento de los niveles de Ni (Rahman et al., 2005).

Por otra parte, existen plantas que acumulan metales, las cuales tienen la capacidad de captar los
elementos del suelo y llevarlos a sus tejidos sin exhibir sintomas de fitotoxicidad. Algunas de estas
plantas se consideran hiperacumuladoras, debido a que son capaces de contener concentraciones de
metales 100 veces mayores que las plantas consideradas no acumuladoras. Asi por ejemplo, las
plantas hiperacumuladoras de niquel contienen mas de 1000 mg Ni/kg de peso seco, mientras que
para plantas no acumuladoras se alcanzan concentraciones toxicas por encima de 10-50 mg Ni/kg
de peso seco (Marschner, 1995). Esta habilidad de acumulacion es la principal razén por la que su
estudio y aplicacion estd dirigida al campo de la remediacion de los suelos contaminados con
metales pesados. Esta estrategia de remediacion in situ, que usa la vegetacion y su microbiota
asociada, el suelo y técnicas agrondmicas para reducir, contener o eliminar contaminantes

ambientales, se denomina fitorremediacion (Sharma & Pandey, 2014).



2. ANTECEDENTES

La idea de la fitorremediacion fue inicialmente introducida en 1983, y su aplicacion principal

desde entonces ha sido en el tratamiento de aguas residuales (Ali et al., 2013).

En el siglo XIX, las especies Thlaspi caerulescens y Viola calaminaria fueron las primeras
plantas documentadas con la capacidad de acumular altos niveles de metales en hojas. Byers (1935)
reportd que los géneros Astragalus eran capaces de acumular selenio. Minguzzi y Vergnano (1948)
encontraron plantas que podian tener hasta un 1% de Ni en sus brotes. Rascio (1977), reporté una
gran tolerancia y acumulacion de Zn en brotes de Thlaspi caerulescens. Afios después surgieron
numerosos articulos de plantas capaces de acumular diversos metales, pero en las que aun asi se
cuestionaba su uso. En los afios ochenta del pasado siglo, Utsunamyia y Chaney fueron quiénes
reintrodujeron la idea del uso de plantas para extraer metales y fue en la década de los noventa
cuando se implementd por primera vez la fitoextraccion de Zn y Cd por Baker en 1991 (Lasat,
2000).

A pesar de que sigue siendo un campo abierto de estudio, la fitorremediacién se ha usado
satisfactoriamente en algunos lugares del mundo para el tratamiento de diferentes focos de
contaminacion debido a que ofrece mdltiples ventajas en comparacion a otros métodos
convencionales. Los estudios se han basado principalmente en el uso de plantas
“hiperacumuladoras”. Un hiperacumulador puede concentrar mas de 10 ppm de Hg, 100 ppm de
Cd, 1000 ppm de Co, Cr, Cuy Pb, y 10000 ppm de Ni y Zn, dependiendo de la especie. La primer
planta descrita como hiperacumuladora de niquel fue Alysum bertolonii (Alloway, 2013).

Las investigaciones en el campo de la fitorremediacion se desarrollan en muchas partes del
mundo, con especial énfasis en Norte América, Africa y Asia. En contraste, en Europa estas
investigaciones han sido limitadas si se comparan con Estados Unidos y Canada debido a que la
normativa y la opinion publica son precavidas en el uso de las fitotecnologias (Sharma & Pandey,
2014).

Especificamente, la alfalfa y la cebada han sido evaluadas bajo diferentes condiciones para
determinar su uso como plantas biorremediadoras. En el caso de la alfalfa, esta presenta
caracteristicas importantes como su gran produccion de biomasa tanto por encima como por debajo
de la superficie del terreno, y su capacidad de desarrollar un amplio sistema radicular con una gran
capacidad exploratoria. Algunos experimentos con alfalfa se han llevado a cabo para determinar su
capacidad de tratar suelos contaminados con Cd, Cr, Zn, Ni, Hg, hidrocarburos lineales,
hidrocarburos aromaticos, entre otros (Agnello, 2015). Por otra parte, la cebada ha sido evaluada en

suelos contaminados con Pb, Hg, Cd, Cu, Zn e hidrocarburos, siendo identificada como una planta



eficiente para la absorcién y acumulacion de Zn y Cd, y como una gran productora de biomasa

hiperacumuladora para la remocion de plomo (Sierra et al., 2011; Sridhar et al., 2007).

3. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es examinar el efecto del niquel en la disponibilidad y
absorcion de determinados micronutrientes (Fe, Mn, Cu y Zn) en el sistema suelo-planta
constituido por un suelo salino y dos especies resefiadas como hiperacumuladoras. Se evalla el
potencial de las plantas Hordeum vulgare y Medicago sativa para tratar suelos contaminados con

niquel.
Para conseguir este objetivo, se procedera con los siguientes objetivos especificos:

o Realizar revision bibliografica sobre el tema.

e Establecer un disefio experimental, con un cultivo de Hordeum vulgare y
Medicago sativa en suelo agricola salino que se contaminard con Ni mediante el
riego.

o Determinar analiticamente las concentraciones de Fe, Mn, Cuy Zn en el suelo y en
cada una de las plantas cultivadas de las especies Hordeum vulgare y Medicago
sativa, a distintas concentraciones de Ni.

e Valorar los resultados y elaborar las conclusiones, encaminadas a identificar la
afeccion a la absorcion de micronutrientes en cada una de las especies vegetales
afectadas por la contaminacion del metal, asi como cudl de las dos especies es la
mas Optima para ser usada en biorremediacion de suelos afectados por

contaminacion debida al niquel.



4. MATERIALES Y METODOS

1.1. Materiales empleados.

En este trabajo se usé un suelo de origen agricola, de caracteristicas salinas, procedente de

San Isidro (Alicante), el cual fue tamizado para separar elementos gruesos, con tamarios

superiores a 5 mm. Posteriormente, se caracterizd a través de las siguientes metodologias

utilizadas habitualmente en el Departamento de Agroguimica y Medio Ambiente, cuantificando

los siguientes parametros:

Determinacion de textura por el método de Bouyoucos. Determinada mediante un
densimetro Bouyoucos, gque se basa en que la densidad de una suspensién depende
de la cantidad suspendida, pudiendo evaluar las variaciones de esa densidad
respecto al tiempo y relacionarla con la velocidad de suspensién y el tamafio de las
particulas suspendidas (M.A.P.A., 1986). En primer lugar, se deben dispersar los
agregados de las particulas destruyendo la materia organica del suelo, lo que se
consigue al afiadir hexametafosfato sddico y elevando el pH con carbonato sodico.
Posteriormente se miden las temperaturas y densidades a los 40 segundos (arcilla 'y
limo) y a las 2 horas (arcilla). Por diferencia, se calcula el contenido en arena.
Estos porcentajes se cruzan en el diagrama triangular para determinar la textura,

segun la clasificacion USDA (United States Departament of Agriculture).

Medicion del pH. Se mide, en pH-metro previamente calibrado mediante patrones
estandarizados, una suspension de suelo/agua en proporcién 1:2,5 (p/V) (M.A.P.A.,
1986).

Medicidn de la conductividad eléctrica con temperatura de referencia de 25°C. Se
mide en conductivimetro, previamente calibrado mediante patrones estandarizados
de disoluciones de KCI, de conductividades conocidas, en extracto suelo/agua en
proporcion 1:5 (p/V), siguiendo el proceso establecido en la norma AENOR-UNE
77308: 2001. Calidad del suelo. Determinacion de la conductividad eléctrica
especifica.

Determinacion de materia organica oxidable. La determinacién de materia organica
oxidable se basa en la utilizacion de dicromato potésico en medio sulfarico como
oxidante, valorando el exceso del &cido con sulfato ferroso amonico (sal de Mohr).
El carbono orgéanico oxidable se determina por retroceso o diferencia entre el
dicromato utilizado y el valorado con la sal de Mohr. El contenido de materia
organica se obtiene indirectamente mediante la consideracion de que el 58% de la

materia orgénica del suelo es carbono (M.A.P.A., 1986).
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e Determinacion del contenido de nitrogeno Kjedahl. Utilizando el método Kjeldahl,
para determinar el Nitrégeno total, transformando el N orgénico en N amoniacal y
valorando este con &cido clorhidrico (HCI), mediante los procesos de digestion de
la muestra, por via hiumeda en medio sulfdrico; destilacion del i6n amonio en
medio alcalino; y posterior valoracion, factorizando con é&cido clorhidrico de
normalidad conocida (M.A.P.A., 1986).

e Determinacion de carbonatos. El contenido en carbonato célcico equivalente, se ha
determinado segun la norma AENOR-UNE-77317, mediante el calcimetro de
Bernard. Este método se basa en la reaccion de acido clorhidrico (HCI) al entrar en
contacto con el carbonato célcico (CaCOs3). De la reaccion se desprende didxido de
carbono (CO,), que sera lo que utilicemos para valorar la cantidad de carbonatos
equivalentes que hay en la muestra, ya que, en condiciones de presion y
temperatura constante, el volumen de didxido de carbono producido es
proporcional al contenido de carbonatos de la muestra.

e Medicion de macronutrientes asimilables por acetato de amonio y micronutrientes
por DTPA. Para conocer la concentracion de estos macronutrientes, se realiza una
extraccion con acetato aménico y tras el filtrado, se determinan mediante
espectrometria de absorcion atémica con llama de nitroso/acetileno para Ca y
Ilama de acetileno/aire para el Mg y espectrometria de emision atbmica con llama
de acetileno/aire para Na y K (M.A.P.A., 1986). Si se prevé que las
concentraciones de macronutrientes sean altas, se prepararan diluciones previas.
Para determinar la concentracion de estos micronutrientes, se extraen con DTPA
0,005N y tras 2 h de agitacion y posterior filtrado, siguiendo lo especificado en la
norma AENOR-UNE-77315, los contenidos disponibles de los metales se
determinan mediante espectrometria de absorcion atomica con llama de

acetileno/aire.

Las caracteristicas determinadas del suelo se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracterizacion del suelo agricola para los cultivos.

Propiedad Parametro Medida
Elementos gruesos Gruesos de 2 a 5 mm (% p/p) 28+ 3
Arena (%) 17+2
Textura Limo (%) 73+2
Acrcilla (%) 10+1
pH pHa20°C 79+0,1
Conductividad eléctrica Cond. eléctrica a 25 °C (mS/cm) 78x05
Materia organica Mat. Orgénica oxidable (%) 2,7+0,2
Contenido de nitrégeno Nitrogeno total (Kjedahl) (%) 0,21+£0,01

Contenido en carbonatos  Carbonato de calcio equivalente (%) 57,5+0.3

Calcio (g/kg) 8,2+0,9
Macronutrientes asimilables Magnesio (g/kg) 1,7+0,1
por acetato de amonio Sodio (g/kg) 41+01
Potasio (g/kg) 0,6+0,1
Hierro (mg/kg) 0,8+0,1
Manganeso (mg/kg) 13,8+0,2

Micronutrientes asimilables
Zinc (mg/kg) 31+01

por DTPA

Niguel (mg/kg) 04 £0,1
Cobre (mg/kg) 3,6+0,2

Para el establecimiento del cultivo en el invernadero se sembraron en turba y tras su
germinacion, se trasplantaron las especies Hordeum vulgare (nombre comun: Cebada) y
Medicago sativa (nombre coman: Alfalfa) al suelo salino. Se usaron cuatro repeticiones por
tratamiento, distribuidas en un total de 32 macetas conteniendo 800 gr de suelo agricola salino.
Los tratamientos consistieron en la aplicacion de cuatro niveles de metal pesado (niquel)
mediante el riego, constituyendo el primer nivel el control (adicién cero de Ni). Los siguientes
tratamientos se prepararon disolviendo NiCl, en el agua de riego obteniendo concentraciones
de: 0, 5, 15, 15, 50 mg/L.
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Los cultivos se mantuvieron durante todo el tiempo en el invernadero bajo las condiciones
mostradas en la Tabla 2. En la Figura 1 y Figura 2 se pueden observar los cultivos de las
especies evaluadas. El suelo agricola usado, los tratamientos establecidos, trabajo de campo y

el trabajo de laboratorio se puede observar en los anexos (Figura Al a Figura A6).

Tabla 2. Condiciones en el invernadero.

Parametro Temperatura (°C) Humedad (%b6)

Media 17,3 64,8
D. estandar 6,5 16,9
Valor min. 6,9 20,6
Valor méx. 37,3 91,8

Figura 1. Cultivo de Hordeum vulgare.

13



Figura 2. Cultivo de Medicago sativa.

1.2. Tratamientos.

Durante siete semanas, desde la siembra en turba inicial para su germinacion y para su
posterior trasplante a los tiestos con el suelo salino, las plantas se regaron dos veces por
semana con agua de riego, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 3.

Tras el trasplante, durante las cinco semanas siguientes, las plantas fueron regadas con el
agua contaminada con niquel, adicionado en forma de cloruro de niquel (II) - NiCl, - al agua
base de riego, obteniendo las distintas concentraciones que configuraron los cuatro

tratamientos.

La caracterizacion del agua de riego base se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracterizacion del agua de riego base.

Parédmetro Medida
pH 73+0.1
Cond. Eléctrica a 25 °C (mS/cm) 0,806 = 0,006
Oxigeno disuelto (mg/L) 7,27 £ 0,06
Nitratos (NO3) (mg/L) 1,21 +0,01
Nitritos (NO,) (mg/L) 0,02 £ 0,01
Amonio (NH3) (mg/L) No detectado
Fosfatos (PO,”) (mg/L) 0,11 + 0,02
Bicarbonatos (HCO;) (mg/L) 134+ 21
Cloruros (CI) (mg/L) 1091
Sulfatos (SO,”) (mg/L) 252 + 26
Sodio (Na*) (mg/L) 68,2+0,3
Potasio (K*) (mg/L) 32+0,5
Calcio (Ca*” (mg/L) 25,6 +0,4
Magnesio (Mg*" (mg/L) 19,7+0,1

Los tratamientos empleados en esta experimentacion son los dados por las concentraciones

de niquel resultantes en el agua de riego, tal como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Disefio experimental.

Tratamiento Concentracion de NiCl, NuUmero de cultivos Ndmero de cultivos

para H. vulgare para M. sativa
Control 0 mg/L 4 4
T1 5 mg/L 4 4
T2 15 mg/L 4 4
T3 50 mg/L 4 4
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1.3. Determinaciones analiticas.

Al final del experimento, se analizaron el suelo y la planta para determinar los efectos del

riego con el agente contaminante.

Las partes aéreas de las plantas se limpiaron con agua desionizada y secaron en estufa de
aire forzado a 60 °C. Posteriormente, se molieron y se procedié a la mineralizacion de la
muestra. Se realiz6 una mineralizacion por via himeda-microondas (Knudsen et al., 1982), se
introdujo un peso aproximado de 0,5 g de cada muestra de suelo, y se afiadié una disolucion de
peroxido de hidrégeno y &cido nitrico concentrado. Una vez las muestras estan mineralizadas,
se enrasa a 25 ml en un matraz aforado y se filtra para su andlisis por espectrofotometria de
absorcién atémica, gracias a la cual podremos conocer la concentracion en la muestra de

micronutrientes (hierro, cobre, magnesio y zinc) y de niquel.

Por otro lado, las muestras de suelo se secaron en el almacén de suelos a temperatura
ambiente y se tamizaron con una malla de 2 mm. Posteriormente, se aplicd el método de
extraccion de Lindsay y Norwell (1978) para evaluar la disponibilidad de micronutrientes y
metales pesados presentes en la muestra. El principio del método es la utilizacién de una
solucion de acido dietilenotriaminopentaacético (DPTA), el cual es un agente quelante, que
promueve la formacién de complejos metalicos al reaccionar con los metales libres en
solucion. Debido a esto, los iones se liberan de la superficie de la muestra del suelo y disuelven

en la solucion. Los complejos metélicos se acumulan en la solucién.

Para la estimacion de la capacidad de concentracion de metales en la planta, se utiliza el
factor de bioconcentracion —FBC- ecuacion 1 (Banerjee & Gupta, 2017). De esta forma, con el
cociente entre el elemento biodisponible y la concentracién en la planta, se puede determinar si
éstas almacenan el metal (0 nutriente) en sus tejidos, y segln esto establecer si podrian

presentar rasgos de especies fitorremediadoras.

Concentracion del metal en la planta (mg/kg peso seco)

FBC = Ecuacion 1

Concentraciéon del metal en el suelo (mg/kg de suelo)

1.4. Tratamiento estadistico.

Se realizd una estadistica descriptiva de los datos determinando la media y desviacion
estandar. Ademas, para comprobar si los tratamientos presentaban diferencias significativas, se
realiz6 también el andlisis de varianza (ANOVA) de una via (Martin Andrés & Luna del
Castillo, 2004).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con relacién al suelo utilizado en este experimento, presenta un pH alcalino (7,9). Desde el
punto de vista granulométrico el limo es el tipo granulométrico mas abundante con el 73% de
las muestras del suelo. De la extraccién de los nutrientes asimilables por acetato de amonio
(Ca, Mg, Na, K), el Ca se presentd en mayor cantidad con una concentracion de 8,2 g/kg,
seguido por el Na con 4,1 g/kg. Los micronutrientes (Fe, Mn, Cu y Zn) extraidos con DTPA se
presentaron en el siguiente orden Fe<Zn<Cu<Mn donde la concentracién de Fe fue de 0,8
mg/kg y el Mn de 13,8 mg/kg. El suelo, debido a la elevada conductividad eléctrica, muestra
caracteristicas de suelo salino, lo que es un elemento adicional que dificulta el crecimiento de
las plantas sensibles a la salinidad.

1.5. Biodisponibilidad de micronutrientes en el suelo.

La disponibilidad de la mayoria de los micronutrientes en el suelo no se encontro
influenciada significativamente por la adicion de niquel en los suelos donde fueron cultivadas
cada una de las especies de planta para ninguno de los cuatro tratamientos al final del cultivo,
esto se puede observar al comparar el tamafio de las barras de un mismo color (es decir misma

planta) para cada uno de los micronutrientes a través de los tratamientos (Figura 3 a Figura 6).

Control
12,00

10,00
8,00
6,00

4,00 I
" ﬁ -
Fe Mn Cu Zn Ni

u Alfalfa = Cebada

Concentracion (PPM)

Figura 3. Micronutrientes y contaminante en el suelo para cada una de las plantas en
el tratamiento control.
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Tratamiento 1
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Figura 4. Micronutrientes y contaminante en el suelo para cada una de las plantas en
el tratamiento 1.

Tratamiento 2
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Figura 5. Micronutrientes y contaminante en el suelo para cada una de las plantas en
el tratamiento 2.
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Tratamiento 3
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Figura 6. Micronutrientes y contaminante en el suelo para cada una de las plantas en
el tratamiento 3.

Este resultado sugiere que el proceso fisico de arrastre por riego y las interacciones
guimicas del agua de riego sin contaminar (control) y contaminada (T1, T2, T3) no provocan
una lixiviacion especifica y significativa para la mayoria de los micronutrientes del suelo
evaluados (Fe, Zn y Cu), por lo que los minerales estan potencialmente disponibles para las
plantas. Aungue los elementos estén presentes en el suelo en concentraciones variables, incluso
altas, su absorcion a través de las raices estd condicionada por multiples factores como la
humedad, aireacion, carga microbiana, cantidad de materia organica, pH, temperatura,
concentracion de iones y condiciones fisioldgicas de la planta (Sanchez, 2007). En el caso del
Fe, el contenido de arcilla y de materia organica en el suelo influye sobre su biodisponibilidad,
con tendencia a ser retenido en suelos con porcentajes altos de arcilla (Mengel, 1994). El Zn
puede encontrarse adsorbido por coloides, en forma soluble, o fijado (Broadley et al., 2007). El
Cu se encuentra formando minerales o como parte de la materia organica, estando fijo como
elemento intercambiable en suelo arcilloso (Brun et al., 2001). Por otro lado, el manganeso
presentd un descenso importante en su concentracién al final del cultivo al compararse con su
concentracion en el suelo antes del cultivo (13.8 mg/kg), obteniéndose valores promedio de 2.0
*+ 0.1 mg/kg para los tratamientos del cultivo de alfalfa y 1.5 + 0.2 mg/kg para tratamientos
sobre el cultivo de cebada, lo cual puede asociarse al arrastre o solubilizacion del compuesto
segin su solubilidad o por la extraccion del cultivo, ademas de factores asociados a la
reduccion de su disponibilidad como la alcalinidad del suelo, la textura y la competencia

microbioldgica (El-Jaoual & Cox, 1998). Por ejemplo, la disociacion de compuestos o la
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presencia de iones de manganeso Mn®* solubles se asocian a una baja adsorcion en el suelo, y
por lo tanto aumenta la probabilidad de ser arrastrados por el agua de riego. También se ha
encontrado que a pH superiores a 5.5 se favorece la oxidacién por accion biologica del Mn en
suelos con buena aireacion, por lo que disminuye su disponibilidad (Rengel, 2015). En nuestro
caso, pensamos que el riego favorecié las condiciones de oxidacion del manganeso, formando

iones solubles que pudieran ser lixiviados.

Asimismo, el analisis de varianza sobre las cuatro repeticiones en la medicion de las
concentraciones de cada uno de los micronutrientes en los suelos tratados con agua de riego de
H. vulgare y de M. sativa mostr6 que la adicion de niquel no afecté de forma significativa la
biodisponibilidad de los elementos minerales o micronutrientes. Para este analisis se obtuvo un
estadistico de prueba critico (Feiico) CON un valor de 3,49 que se compar6 con el estadistico de
prueba (F) obtenido del anélisis de las repeticiones, valores mostrados en la Tabla 5, y debido a
que F<Fgico S€ acepta la hipotesis de que las medias obtenidas para el mismo elemento son
iguales. En contraste, a partir de la ANOVA se encontré que para el niquel F>Fqico, por lo que
se rechaza la hipotesis de que sus medias sean iguales y que por lo tanto al menos una de ellas

es distinta.

Tabla 5. Concentracion media de micronutrientes por tratamiento y por planta — ANOVA.

MICRONUTRIENTE

Fe Mn Cu Zn Ni
CA 1,10 2,13 3,65 2,32 0,36
T1A 1,16 1,92 3,89 2,11 3,31
T2A 0,88 2,05 3,43 2,24 6,91
T3A 0,89 2,12 3,45 2,18 9,47
Valor F 1,81 0,16 1,12 0,53 61,31
Probabilidad 0,20 0,92 0,38 0,67 2,E-07
Media entre ns ns ns ns **
grupo
c_C 1,05 1,61 3,77 2,17 0,36
TiC 1,17 1,61 3,77 2,00 2,61
T2C 1,29 1,57 4,02 1,90 5,95
T3C 1,15 1,18 3,73 1,98 8,66
Valor F 0,62 0,24 0,74 1,36 456,96
Probabilidad 0,62 0,87 0,55 0,30 1,E-12
Media entre ns ns ns ns *x
grupo

ns: No significativo. **: Significativo. C_A: Cultivo control de Alfalfa, TLA: Tratamiento 1 en Alfalfa, T2A:
Tratamiento 2 en Alfalfa. T3A: Tratamiento 3 en Alfalfa. C_C: Cultivo control de Cebada, T1C: Tratamiento 1
en Cebada, T2C: Tratamiento 2 en Cebada. T3C: Tratamiento 3 en Cebada.
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Este resultado sobre el niquel se asocia al aumento de la concentracion promedio en cada
uno de los suelos a medida que aumentaba su concentracion en el agua de riego. Este
comportamiento concuerda con que el niquel tiende a retenerse en suelos alcalinos, como el
empleado. Asi, su solubilidad y movilidad disminuyen en suelos alcalinos por lo que tienden a
encontrarse biodisponibles para las plantas sin ser arrastrados o lixiviados. En este orden, el
contenido de arcilla, la presencia de Mn, Fe y el contenido organico en el suelo cobran
importancia significativa después de la consideracion del pH (lyaka, 2011).

La fitodisponibilidad del niquel ha sido correlacionada con su actividad como ion libre en
soluciones de muestras de suelo, y por lo tanto, su absorcion por la planta dependerd de su
fuente y forma quimica, que aparece de forma comun en la naturaleza como el ion Ni** a pesar

de que en algunas enzimas se encuentre en su forma Ni**(Uren, 1992).

Por otro lado, se present6 la misma tendencia de concentraciones de cada micronutriente a
través de los tratamientos (Figura 3 a Figura 6). Por ejemplo, el cobre siempre se encontrd en
mayor concentracion al compararse con las concentraciones de hierro, manganeso, y zinc. El
cobre se encuentra a menudo en el estiércol animal y en los lodos de depuracién que son
usados en suelos agricolas por lo que se relaciona a su alta concentracidn sobre suelos de este
tipo (Berg et al., 2005).

1.6. Absorcion de nutrientes.

1.6.1. Nutricién mineral en Hordeum vulgare (cebada).

Los efectos de las diferentes concentraciones de niquel en la concentracion de cobre en la
parte aérea de la cebada se muestran en la Figura 7. Se observa que la concentracion de cobre
en la planta disminuye significativamente en el tratamiento 3, mientras que para los otros
tratamientos la concentracién de cobre no presenta mucha diferencia con respecto al control.
Rahman y colaboradores (2005) encontraron que la concentracion de cobre en los brotes
superiores de un cultivo de cebada disminuian con el aumento de la concentracién de Ni en una

solucion nutritiva (Rahman et al., 2005).
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Figura 7. Concentracion de cobre en Hordeum vulgare por tratamiento.

Por otro lado, el cobre tiene un papel importante en sistemas enzimaticos involucrados en
el metabolismo de proteinas y carbohidratos, como la fotosintesis, por lo que la cebada es muy
sensible a su deficiencia (Al-Turki & Helal, 2004). Esto se relaciona al mantenimiento de las
concentraciones de Cu en los tratamientos 1 y 2, reflejando la necesidad de la planta de

absorber el nutriente a pesar del aumento de Ni (Mengel et al., 2001).

En la Figura 8 se observa que la concentracién de Mn en la parte aérea de la planta decrece
con el aumento de las concentraciones de Ni. Este resultado no apoya a los resultados hallados
por Brune y Dietz, quienes reportan para cultivos de cebada bajo condiciones toxicas de Ni que
no hay efectos sobre la concentracion de Mn que se encuentra en las hojas de estas plantas
(Brune & Dietz, 1995). Hannam y colaboradores reportan que se presentaron sintomas de
deficiencia de Mn en plantas que crecian en bajo una concentracion de 100 uM de Ni
(Hannam, Riggs, & Graham, 1987).
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Figura 8. Concentracion de manganeso en Hordeum vulgare por tratamiento.

La concentracion de Zn en la planta segin el tratamiento implementado mostré diferentes
comportamientos (Figura 9). La maxima concentracion de Zn en la planta se alcanzé en el
tratamiento 3, mientras que la minima concentracion se alcanzé en el tratamiento 2. En brotes
de plantas que crecen a concentraciones de 100 uM Ni se han encontrado concentraciones
criticas de Zn (H. Marschner, 1993; Rahman et al., 2005). De otra forma, se ha encontrado que
la cebada en su estado maduro es una de las plantas mas resistentes ante las deficiencias de Zn

(Tandon, 1995).
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Figura 9. Concentracion de zinc en Hordeum vulgare por tratamiento.
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La concentracion de hierro acumulado aument6 a medida que incrementaron los niveles de
Ni (Figura 10). Este resultado es contrario a lo reportado para los brotes superiores de un
cultivo de cebada evaluado por Rahman y colaboradores (Rahman et al., 2005). En este caso, la
diferencia de los resultados puede asociarse a que los valores obtenidos en el presente trabajo
se hallaron en la parte aérea de la planta y no sélo en sus brotes superiores, por lo que la planta
que ya habia alcanzado con anterioridad cierto nivel de madurez antes de ser expuesta a los
tratamientos, pudo tolerar o inducir otros mecanismos de respuesta para la absorcion de hierro

debido a que este elemento es esencial para la biosintesis de clorofila (Santos et al., 2013).
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Figura 10. Concentracién de zinc en Hordeum vulgare por tratamiento.

1.6.2. Nutricion mineral en Medicago sativa (alfalfa).
La forma en la que varian las concentraciones de cada uno de los micronutrientes Cu, Mn,

Zny Fe es similar entre los tratamientos (Figura 11 a Figura 14).
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11. Concentracion de cobre en Medicago sativa por tratamiento.
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Figura

12. Concentracién de manganeso en Medicago sativa por tratamiento.
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Figura 13. Concentracion de zinc en Medicago sativa por tratamiento.
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Figura 14. Concentracién de hierro en Medicago sativa por tratamiento.

Se presentdé mayor acumulacion de Cu, Mn, Zn y Fe con el tratamiento 3, es decir, con el
tratamiento con mayor concentracion de Ni. Este resultado sugiere que para esta concentracion
de Ni la planta absorbe en proporciones similares los otros micronutrientes. Por otro lado, el
tratamiento 2 contenia mayor cantidad de Ni que el tratamiento 1, pero fue con este Gltimo con
el que se obtuvo mayores concentraciones de micronutrientes evaluados en la alfalfa. Este
comportamiento no permite relacionar que el aumento del Ni esté asociado con la absorcion de
los demés elementos, y debido a que no existen estudios a cerca de un comportamiento similar
se sugiere realizar nuevas evaluaciones del efecto del niquel sobre la absorcion de
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micronutrientes con las cuales se pueda determinar o detectar niveles dptimos de niquel o que
permitan relacionarse a diferentes mecanismos de absorcion y distribucion de los
micronutrientes en la planta. Se debe considerar que los efectos en las concentraciones de Ni
varian de especie a especie, y que ademas la alfalfa presenta poca especificidad a algunos
metales, lo que puede generar desordenes de absorcién y transporte (Peralta-Videa et al., 2002;
Seregin & Kozhevnikova, 2006).

En otras plantas se ha observado que el Ni puede competir con otros metales. Se reporta
por ejemplo una relacion antagonica del Ni y el Zn en plantas Ni-acumuladoras. Asimismo, se
reporta una relacion similar entre el Ni y el Fe, y por lo general, el Fe es el componente que
mayor efecto inhibitorio tiene sobre la absorcion del Ni y su translocacion desde las raices
hacia los brotes superiores en ciertas especies (Seregin & Kozhevnikova, 2006; Taylor &
Allinson, 1981). Estos comportamientos no se evidenciaron linealmente con los tratamientos
evaluados por lo que también se recomienda relacionar un mayor numero de variables que
puedan estar afectando la absorcion de los micronutrientes a diferentes concentraciones de
niquel. Ademas, se debe tener en cuenta que para la medicién de los micronutrientes en la parte
aérea de la planta se usaron las repeticiones de cada tratamiento como una Gnica muestra para

la recoleccion de suficiente material con el que se pudiera llevar a cabo la medicion.

1.7.Bioacumulacion de niquel.

La concentracién de niquel en la parte aérea de las plantas a través de los diferentes
tratamientos se muestra en la Figura 15. Al comparar entre tratamientos, la planta con mayor
capacidad de acumulacién fue M. sativa. En el tratamiento 3, la alfalfa alcanz6 una
concentracion de niquel de 1361,6 mg/kg, mientras que la concentracion de niquel en la cebada
fue de 521,8 mg/kg. Las plantas capaces de acumular concentraciones por encima de 1000

mg/kg m.s. de Ni son consideradas hiperacumuladoras (Marschner, 1995).
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Figura 15. Acumulacion de niquel en cada uno de los tratamientos en las

especies de alfalfa y cebada.

La capacidad de las plantas de tolerar y acumular el niquel se evalto finalmente con el
factor de bioconcentracion. Este factor puede ser usado para sugerir la capacidad de las
plantas de ser usadas en fitorremediacion. A partir del tratamiento 3 se encontré que M. sativa
tiene la capacidad de acumular una mayor cantidad de niquel en su parte aérea en

comparacion a H. vulgare, como se puede observar en la Tabla 6.

Tabla 6. Factor de bioconcentracion de cada especie por tratamiento.

Especie
Fe Mn Cu Zn Ni
C 56,2 56,2 56,2 56,2 56,2
T1 828 828 828 828 828
M. sativa
T2 62,3 623 623 623 623
T3 104,6 104,6 1046 104,6 14338
C 11N PET ST "B 51,7
T1 52,1 52,1 52,1 521 521
H. vulgare
T2 48,1 48,1 481 48,1 481
T3 60,2 60,2 455 602 602

Este resultado sugiere en principio que M. sativa puede ser considerada como una planta
acumuladora de niquel con un potencial uso en fitorremediacion. Ademas, esto puede
asociarse a los niveles de toxicidad que puede tolerar cada una de estas plantas. Se reporta que
la concentracion téxica de Ni en suelo para H. vulgare es de 7 mg/kg m. s. y para M. sativa es
de 17 mg/kg m. s. (Environmental Protection Agency, 2007). Teniendo en cuenta que los
niveles de niquel alcanzados en el suelo con el tratamiento 3 para las mismas especies fueron
8.7 y 9.5 mg/kg para H. vulgare y M. sativa respectivamente, se encuentra que H. vulgare
estuvo expuesta a niveles toxicos de niquel, y por lo tanto la mayor capacidad de sobrevivir

en suelos contaminados con niquel la tiene M. sativa.

En el cultivo de H. vulgare también se considera la alta capacidad de transferencia (o
movilidad) que tiene el niquel desde el suelo a la planta, debido a que tiene la habilidad de
formar complejos y asi ser absorbido rdpidamente, ya sea por ejemplo como un complejo
péptido-niquel o un complejo histidina-niquel. Adicionalmente, en suelos agricolas con un

exceso de Cu y Zn se puede presentar competencia entre estos elementos con el Ni dado que
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estos tres elementos pueden compartir el mismo sistema de absorcién, lo que generaria
deficiencia en uno de estos componentes y asi presentarse sintomas de enfermedad o muerte
de la planta (Liu et al., 2011).
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CONCLUSIONES.

La determinacion de la biodisponibilidad especifica de un metal en los suelos permite estimar
las trazas de elementos que estan disponibles para las plantas. En este estudio, se concluye que la
disponibilidad en suelo de los micronutrientes (Fe, Mn, Cu y Zn) no se ve afectada
mayoritariamente por la adicion de metales pesados, como el niquel. Con respecto al contaminante
(niquel) se encontrd que su adicion a través de mecanismos de riego es efectiva, observandose una
acumulacién significativa al final del cultivo en las muestras de suelo a medida que su
concentracién aumentaba en cada uno de los tratamientos. Por la razon anterior, y teniendo en
cuenta que las diversas interacciones quimicas que hay entre los componentes del suelo y el metal

favorecen su retencion y acumulacion, se observa una biodisponibilidad mayor de niquel.

El efecto que tiene la disponibilidad de niquel en el suelo sobre la concentracién de cada uno
de los micronutrientes no se puede generalizar sobre especies diferentes de plantas, debido a que
esta relacion es variable y esta sujeta a diferentes factores ambientales y condiciones impuestas y
propias de cada planta. Asi, para H. vulgare se encontraron algunas relaciones entre
micronutriente-niquel que apoyan otros resultados obtenidos por otros autores, asi como resultados
gue contrastan de forma significativa. En tanto para M. sativa no se encontrd una relacion de

proporcidn directa o indirecta entre micronutriente y aumento de la concentracién de niquel.

Finalmente, de los resultados se sugiere que M. sativa es una planta con potencial de ser usada
en el campo de la fitorremediacién. Estos resultados deben apoyarse de experimentos que
relacionen el crecimiento de la raiz y de la parte aérea de la planta ante diferentes concentraciones

de exposicion de niquel.
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6. PROYECCION FUTURA.

Los suelos pueden contaminarse con metales pesados y metaloides a través de emisiones
industriales, residuos de la actividad minera, disposicion de desechos metalicos, gasolina y pinturas
con plomo, aplicacion de fertilizantes, estiércol de animal, lodos de depuradoras, residuos de
combustién del carbon, vertidos de la industria petroquimica o deposiciones atmosféricas. Los
metales pesados que se consideran peligrosos y que se encuentran comdnmente en las areas
contaminadas son el plomo (Pb), cromo (Cr), arsénico (As), zinc (Zn), cadmio (Cd), cobre (Cu),
mercurio (Hg) y niquel (Ni). Entre estos, la produccion de cobre, zinc y niquel han sido las mas
altas historicamente. El niquel comprende aproximadamente el 3% de la composicion de la corteza
terrestre, estando en la posicion 24 entre los elementos mas abundantes del planeta. Su
concentracién promedio se encuentra habitualmente entre 5-500 mg/kg. Sin embargo, en suelos
cercanos a refinerias de metal puede llegar a oscilar su concentracion entre 24000 y 53000 mg/kg.

Bajo la situacion ambiental que genera la contaminacion de los suelos, es necesario establecer
mecanismos para su proteccion, recuperacion y restauracion (remediacion) que permitan alcanzar
concentraciones de metales acumulados segun la regulacion que lo exija o las concentraciones a las
cuales se considere que el lugar no es sitio de riesgo. Para alcanzar este propoésito, se han
encaminado muchas investigaciones y aplicaciones con el uso de plantas para la biorremediacion
de los suelos. En este sentido, la fitorremediacion estd siendo abordada actualmente en el
mejoramiento del rendimiento y eficiencia de la remediacion, por lo que los campos que estan
siendo potenciados incluyen el uso de: 1) Fitoextraccion con agentes quelantes que aumenten la
movilidad de los metales (sin aumentar el riesgo de lixiviacion hacia aguas subterraneas) y que de
tal forma puedan ser absorbidos de forma mas facil y rapida por las plantas; 2) Utilizacion de
ingenieria genética para aumentar la capacidad de la planta de acumular grandes cantidades de
metales o para mejorar la produccién de biomasa; 3) Uso de técnicas agricolas para promover el
crecimiento 6ptimo de la planta a través del uso de fertilizantes o sistemas de cultivo adecuados; y
4) Uso de sistemas combinados de plantas-microorganismos que permitan degradar el
contaminante de forma efectiva a partir de la promocién del crecimiento de la planta y la actividad
metabolica de los microorganismos. A su vez, las investigaciones buscan establecer técnicas de
fitorremediacion exitosas que puedan disminuir la cantidad de contaminantes y reducir su

desplazamiento hacia aguas subterraneas, y mejorar la calidad y productividad de los suelos.

La fitorremediacion como tecnologia comercial depende de la informacién y entendimiento
que se tiene de los mecanismos y requerimientos para el crecimiento 6ptimo de las plantas. Por este
motivo, son necesarios estudios que complementen la informacion necesaria para determinar

especies biorremediadoras de suelos contaminados.
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ANEXOS

Figura Al. Suelo agricola salino. Figura A2. Aplicacion del
tratamiento a las plantas.

Figura A4. Recogida de suelos. Figura A5. Tamizado.
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Figura A6. Procesamiento de material y trabajo de laboratorio.
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