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Abreviaturas 
 

BSO                         Butionina sulfoximina 

Cys                      Cisteína 

DTNB            Di-tio-bis (ácido-2-nitrobenzoico) 

DTT                       Ditiotreitol 

EAA                       Espectrofotometría de Absorción Atómica 

EGTA             Ácido tetra-acético etilenglicol 

γ-EC                          Gamma-glutamil cisteína 

GCL                           Cisteína-glutamato Ligasa 

GSH             Glutatión 

GR                             Glutatión reductasa 

GS                             Glutatión sintetasa 

HCl             Ácido clorhídrico 

His                             Histidina 

HPLC             Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

IC50             Concentración inhibitoria del 50 % de crecimiento 

KH2PO4             Fosfato de potasio 

KOH             Hidróxido de Potasio 

OAS                          O-aceltilserina 

OAS-TL                     O-acetilserina tiol liasa 

PCA             Ácido perclórico 

PC                             Fitoquelatina 

PCS                           Fitoquelatina sintasa 

Poly-GSH                  Polímeros de GSH (incluidas las fitoquelatinas) 

Poly-P                        Polifosfato 

SAT                            Serina acetiltransferasa 

TFA              Ácido trifluoroacético 
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1. RESUMEN 
El níquel (Ni) forma parte de un grupo de metales que a altas concentraciones resultan 

tóxicos para muchas formas de vida; su uso antropogénico lo ha catalogado como un 

contaminante más de los cuerpos de agua, comprometiendo la salud de los seres vivos, 

incluyendo la del propio ser humano. 

En la naturaleza existen organismos capaces de resistir concentraciones altas de diversos 

contaminantes. El protista fotosintético Euglena gracilis se ha encontrado en cuerpos de agua 

provenientes del drenaje ácido de minas y ríos contaminados. Actualmente se sabe que E. gracilis 

es resistente a una variedad de metales pesados, entre ellos el Ni. Asimismo se ha reportado que 

este protista puede remover con alta eficiencia metales pesados como Cd2+,Cr6+, Hg2+ y Pb2+ por 

medio mecanismos de adsorción, quelación extracelular, biotransformación y acumulación 

(quelación intracelular y compartimentación); sin embargo, en este microorganismo fotosintético 

no se ha caracterizado la capacidad para remover Ni. El presente trabajo se enfocó en determinar 

la susceptibilidad y la capacidad de acumulación de en E. gracilis, bajo la hipótesis de que el Ni 

puede usar transportadores de metales esenciales divalentes para entra a la célula y que el 

protista podría inactivar al Ni a través del mecanismo de quelación intracelular con metabolitos 

con grupos tiol que forman parte de la vía de síntesis del GSH. 

Los resultados muestran que E. gracilis es capaz de resistir altas concentraciones de Ni 

durante 8 días en medio Hutner; sin embargo, su crecimiento se ve afectado por arriba de 500 

µM Ni2+, siendo la IC50 de crecimiento de 426 µM de Ni2+.  El uso de un protocolo de alta densidad 

celular y agitación constante permitió observar que E. gracilis es capaz de acumular <1000 mg 

Ni/Kg-1 DW en condiciones ácidas (pH=3) y en ausencia de cationes divalentes en el medio.  

Mediante este protocolo también se pudo determinar que el Mg2+ y Cu2+ afectan la acumulación 

de Ni a concentraciones sub-milimolares. La máxima capacidad de acumulación de Ni se alcanzó 

a las 24 horas posteriores a la exposición del metal. Y en estas condiciones se observó que el 

consumo de oxígeno disminuyó un 50% con 500 µM de Ni2+ y alrededor de un 85% con 1000 µM 

de Ni2+; además la fotosíntesis disminuyó un 80% con 500µM de Ni2+ y  90 % con 1000 µM de 

Ni2+. Interesantemente, en los cursos temporales se observó que el contenido de Ni previamente 

acumulado disminuyó gradualmente en las células expuestas a 500 y 1000 µM Ni2+ pasadas las 

24 horas, de manera que a las 72 horas el contenido de metal intracelular disminuyó un 80% con 

500 Ni2+  y un 90% con 1000 Ni2+ respecto al acumulado a las 24 horas.  En este último tiempo 

del curso temporal, se observó también una disminución en el contenido de los tioles Cys, γ-EC 

y GSH; por lo que en la sección de discusión de la presente tesis se analiza el papel que juega 

el metabolismo del GSH como mecanismo de resistencia y acumulación en E. gracilis. 
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2. INTRODUCCIÓN 
La contaminación del medio ambiente con metales pesados es un problema que ha ido 

en aumento como resultado de las actividades antropogénicas (Cobbina, Duwiejuah, Quansah, 

Obiri, & Bakobie, 2015) como es su uso indiscriminado en varias aplicaciones industriales, 

agrícolas, domésticas y tecnológicas (Bradl, 2005) así como del mal manejo de los desechos de 

estas aplicaciones (Komilis, Bandi, Kakaronis, & Zouppouris, 2011; Smith, 2009).  

Esta situación ambiental resulta un problema a nivel mundial, que abarca desde niveles 

económicos, ecológicos y de salud pública, ya que afecta a los cultivos agrícolas, a la biomasa 

del suelo y su fertilidad, y contribuye a la bioacumulación de metales en la cadena alimenticia 

(Gratão, Prasad, Cardoso, Lea, & Azevedo, 2005).  

Actualmente, con la finalidad de proteger tanto a la población humana como al medio 

ambiente en general, se están intentando restaurar los sitios contaminados con metales pesados, 

removiendo estos metales o disminuyendo la concentración de las especies tóxicas por medio de 

tecnologías físicas, químicas y biológicas. 

 Los métodos físicos incluyen  procesos de filtración con membranas (nanofiltración, 

ósmosis inversa, electrodiálisis, etc.) y técnicas de adsorción (Ahmaruzzaman, 2011; Goharshadi 

& Moghaddam, 2015; Qdais & Moussa, 2004). Mientras tanto, los métodos químicos incluyen a 

la coagulación o floculación que se llegan a utilizar en combinación con la flotación y la filtración, 

la precipitación-floculación, la electroflotación, la coagulación electrocinética,  y el intercambio 

iónico entre otros. (Belkacem, Khodir, & Abdelkrim, 2008; Charerntanyarak, 1999; Da̧browski, 

Hubicki, Podkościelny, & Robens, 2004; El Samrani, Lartiges, & Villiéras, 2008; Ölmez, 2009; 

Shim et al., 2014). Sin embargo, los métodos fisicoquímicos suelen ser costosos y  muchas veces 

llegan a producir lodos concentrados con partículas grandes, generándose de esta manera una 

contaminación secundaria con los subproductos del tratamiento de los sitios contaminados 

iniciales (Ahmaruzzaman, 2011; Singh & Agrawal, 2008). Los métodos biológicos, por otro lado, 

normalmente suelen ser una alternativa de bajo costo y más amigable con el ambiente 

(Ahmaruzzaman, 2011; Fu & Wang, 2011). 
Una de las alternativas biológicas que se ha propuesto para este problema es la 

biorremediación y consiste en emplear sistemas biológicos naturales o mejorados genéticamente 

para degradar, transformar o eliminar sustancias peligrosas presentes en suelos, agua y aire. Los 

métodos de biorremediación son comúnmente aplicados a tratamientos de efluentes industriales, 

porque muchos microorganismos como las bacterias, levaduras, algas y hongos son capaces de 

acumular diferentes contaminantes (Ahmaruzzaman, 2011). 
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El protista fotosintético E. gracilis posee la capacidad de resistir altas concentraciones de 

metales pesados como el Cd2+,Cr6+, Hg2+ y Pb2+ y metales esenciales como Zn2+ y el Cu2+  y 

actualmente ya han sido caracterizados algunos de los principales mecanismos de remoción de 

estos metales (Rodríguez-Zavala et al., 2007).  Así también, se ha documentado que este protista 

puede resistir Ni2+ (Ahmed & Häder, 2010) sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito su 

capacidad de remoción, ni ningún mecanismo asociado a la resistencia de este metal pesado. 

En el presente trabajo buscamos determinar sí E. gracilis es capaz de acumular Ni2+ y si esto 

sucede, cuál es su principal mecanismo de acumulación. 

  

3. JUSTIFICACIÓN 
Debido a que la biorremediación se posiciona como una alternativa económica y 

ecológicamente viable para la restauración de sitios contaminados con metales pesados, toma 

relevancia la búsqueda, estudio y la caracterización de los organismos que sean capaces de 

resistir y acumular metales pesados. De manera que, al dar a conocer esta información y junto 

con el apoyo de la ingeniería genética, se logren optimizar las técnicas de bioremoción de este 

tipo de contaminantes ambientales. En este sentido, esta tesis busca aportar conocimiento sobre 

el organismo de estudio E .gracilis, acerca de su resistencia y acumulación de Ni.  

 

4. ANTECEDENTES 
I. Los metales pesados. El Níquel y sus usos. 

El término metales pesados hace referencia a una clasificación de los metales con una 

densidad en el rango de 3.5-5 mg/cm3, lo cual es controversial porque incluye a metales, 

semimetales (metaloides) o radionúclidos que muchas veces no comparten alguna otra 

característica fisicoquímica. A pesar de tener una amplia definición química, se considera a los 

metales pesados como contaminantes inorgánicos peligrosos por la toxicidad que generan en los 

sistemas biológicos a concentraciones relativamente bajas, además de su persistencia en el 

medio ambiente, por lo que bajo esta definición se pueden considerar metales pesados a: Ag, Al, 

Am, As, Au, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, Ge, Hg, La, Mg, Mn, Ni, Pb, Pd, Pt, Ra, Rh, Ru, Sb, Sc, 

Se, Sn, Tc, Te, Th, Tl, U, W, Y y Zn (Bhat & Khan, 2011).  

  El Ni existe como un elemento natural en nuestro planeta; ocupando el 24° lugar como 

elemento más abundante la corteza terrestre (ATSDR, 2015). Los minerales que se utilizan como 

fuentes de Ni, aparecen en tres formas: sulfuros, silicatos y minerales de hierro niquelífero. 

Existen alrededor de ocho minerales de Ni, pero las más comunes son la garnierita y la 

pentlandita. El Ni es usado principalmente en su forma metálica y combinado con otros metales 

y no metales como aleaciones (WHO, 2005). Tiene una gran demanda en la industria debido a 
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que proporciona a las aleaciones dureza, tenacidad y ligereza, así como cualidades 

anticorrosivas, eléctricas y térmicas. Uno de los principales usos que se le da a este metal es la 

creación de acero inoxidable para producir herramientas, maquinaria, armamento, y 

electrodomésticos. El Ni también se utiliza en la galvanoplastia, la electroformación, para la 

producción de monedas, joyería y prótesis médicas y en menor proporción para la producción de 

baterías de Ni-Cd como catalizador, en pigmentos y en fertilizantes de fosfato (Emsley, 2011; 

Garrett, 2000). En la Fig.1 se resumen los principales usos del Ni en porcentajes. 

 

 
Fig.1. Principales usos del níquel. 

Modificado de: International Nickel Study Group (www.insg.org) 
 

II. El níquel como contaminante en cuerpos de agua. 
La producción y procesamiento del Ni y sus derivados, el reciclaje de productos que contienen 

Ni, la eliminación de residuos con Ni (como las baterías Ni-Cd) en depósitos de basura y cuerpos 

de agua (Fan, Shu, Yang, & Chen, 2006; Garrett, 2000; Huang, Li, & Xu, 2010) así como también 

la aplicación irracional de fertilizantes minerales que contienen este metal, ocasionan que el Ni 

se convierta en un contaminante del medio ambiente. La actividad de industrias como la minería, 

la refinación de minerales de Ni, la industria galvanoplástica y la producción de baterías Ni-Cd 

son las fuentes principales de contaminación por Ni y en menor extensión lo son los procesos 

naturales (Sinha & Pandey, 2003). 

Acero inoxidable
68%

Otras 
aleaciones

Galvanoplastia
9%
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3%

Fundición 
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Otros 
1%
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 En el agua los niveles naturales de Ni son relativamente bajos; en aguas oceánicas el Ni 

se encuentra en un rango de 0.228- 0.693 μg/L (concentración equivalente a 2.3-7 x 10-4 ppm y 

4-12x 10-9 mM), mientras que en cuerpos de agua dulce generalmente se encuentra en 

concentraciones menores a 2 μg/L (2 x 10-3 ppm/ 3.4 x 10 -5mM) (WHO, 2005). Sin embargo, la 

deposición húmeda y seca del Ni atmosférico, la escorrentía superficial de residuos industriales, 

municipales y agrícolas, así como la lixiviación directa de las rocas y los sedimentos puede 

producir concentraciones significativas de Ni en el agua, en donde está presente tanto en formas 

disueltas como en forma de partículas insolubles en suspensión (Denkhaus & Salnikow, 2002; 

Hertel et al., 1991; Sinha & Pandey, 2003). 

 En la Tabla. 1 se muestran cuatro cuerpos de agua, con las concentraciones de Ni que 

fueron determinadas en ppm. Si se comparan los valores de Ni que se detectaron en los cuerpos 

de agua mexicanos con la  Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 (que establece 

los límites máximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en 

aguas y bienes nacionales, y que para este metal el límite es de 2 ppm) es posible observar que 

los tres cuerpos de agua de México cumplen con dicha norma, aparentemente no existe un 

problema ambiental en estos ríos en cuanto a las concentraciones de Ni que poseen.  En el último 

ejemplo de la Tabla 1, el Río Luján en Argentina, los autores que realizaron las mediciones 

concluyen que el valor de 0.260 ppm se encuentra por encima de los lineamientos argentinos 

establecidos en aguas superficiales para la protección de la vida acuática. Dicho límite máximo 

de Ni permitido en Argentina es 0.02-0.06 ppm (Castañé, Sánchez-Caro, & Salibián, 2015). Por 

consiguiente, los 3 Ríos mexicanos que se muestran en la Tabla 1 estarían por encima de dicho 

límite argentino, lo cual nos hace pensar que la normatividad mexicana es bastante laxa respecto 

al Ni y que las concentraciones en las que este metal se encuentra en algunos cuerpos de agua 

sí resultan ser contaminantes. 

 
Tabla 1. Concentraciones de Ni como contaminante de cuerpos de agua contaminados en México y 
Argentina. 

Cuerpo de agua Concentración de Ni2+ (ppm)  

Río Agua Prieta (Sonora, México). 0.2-1.16 
(Villalba Atondo et al., 2013) 

Laguna de las ilusiones (Villa Hermosa, México). 0.1 
(Gamboa-Rodríguez et al., 2012) 

Laguna San Andrés (Tamaulipas, México). 1.8 
(Vazquez, 1993) 

Rió Luján (Buenos Aires, Argentina). 0.018-0.260 
(Castañé et al., 2015) 
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III. Toxicidad del níquel. 
El Ni es un metal esencial para algunas especies de microorganismos, plantas e inclusive 

para animales a concentraciones traza (Bartha & Ordal, 1965; Das, Das, & Dhundasi, 2008; 

Denkhaus & Salnikow, 2002; Fabiano, Tezotto, Favarin, Polacco, & Mazzafera, 2015; Macomber 

& Hausinger, 2011). No obstante, dependiendo de las cantidades de Ni que se absorben en los 

organismos pueden llegarse a presentar síntomas de toxicidad. 

En ensayos in vitro se ha reportado la inhibición de la actividad de metaloenzimas de diversos 

microorganismos que poseen cofactores de Fe, Zn, Cu, Co por Ni, así como la inhibición de otras 

enzimas no metálicas que poseen residuos catalíticos de cisteína o histidina (Macomber & 

Hausinger, 2011). 

En diferentes especies de plantas, el  Ni es capaz de inhibir enzimas del ciclo de Calvin 

(Bassham, Benson & Calvin, 1950) de la vía de biosíntesis de clorofila (Assche & Clijsters, 1990), 

así como también de desencadenar daños por estrés oxidativo (Baccouch, Chaoui, & Ferjani, 

1998). 

En seres humanos, el efecto adverso más común es una reacción alérgica de la piel en 

aquellos que son sensibles al Ni (Das et al., 2008). Excediendo niveles críticos, el Ni puede 

provocar problemas pulmonares y renales graves, además de malestares gastrointestinales 

(Borba, Guirardello, Silva, Veit, & Tavares, 2006). La  acumulación de Ni en el cuerpo a través de 

la exposición crónica puede desencadenar el desarrollo de fibrosis pulmonar, enfermedades 

cardiovasculares y renales e incluso inducir  una actividad cancerígena (Kasprzak, Sunderman, 

& Salnikow, 2003). 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, 2012) con base en 

estudios con animales de laboratorio y con datos de trabajadores expuestos a Ni, ha clasificado 

a todos los compuestos de Ni como carcinógenos humanos y al Ni metálico como posible 

carcinógeno. 

Los mecanismos de daño por Ni en los seres humanos implican reacciones de oxidación 

de lípidos, proteínas y ADN. Recientemente se ha demostrado que este metal puede llegar a 

ocasionar efectos en  la reparación de ADN, así como también en la metilación de histonas, 

resultando en el último caso ser un daño epigenético (Macomber & Hausinger, 2011). 

 

IV. Mecanismos de resistencia de níquel  en diversos organismos 

A. Generalidades. 
La acumulación gradual de cationes metálicos tanto en sitios antropogénicos como en 

ecosistemas naturales, en adición a su toxicidad potencial, ha conducido durante la evolución de 

la vida al desarrollo de la homeostasis de metales pesados. Este fenómeno se debe a un proceso 
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de adaptación al medio, debido al desarrollo o adquisición de sistemas genéticos que 

contrarrestan los efectos de las elevadas concentraciones de iones metálicos para la célula. 

Dentro de la amplia diversidad biológica, existen organismos resistentes y organismos tolerantes 

a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos específicos de desintoxicación 

codificados genéticamente, los cuales pueden ser constitutivos o inducidos por la presencia del 

metal; mientras que los tolerantes se protegen con defensas generales no específicas. Tanto los 

organismos resistentes como los tolerantes son de particular interés como captores de metales 

en sitios contaminados ó como biomonitores de concentraciones tóxicas, respectivamente 

(Gutiérrez, Martín-González, Díaz, & Ortega, 2003; Marrero-Coto, Díaz-Valdivia, & Coto-Pérez, 

2010). 

Dentro de los  mecanismos de resistencia para contrarrestar los efectos nocivos de los 

metales tóxicos, se encuentran los siguientes: a) la acumulación intracelular mediante la unión 

de los metales a moléculas que neutralizan su toxicidad, b) la precipitación extracelular de los 

iones tóxicos por sustancias excretadas, c) la unión de los cationes metálicos en las membranas 

o paredes celulares, d) las transformaciones redox que convierten a algunos iones en especies 

químicas menos tóxicas y e) los sistemas de expulsión de la membrana que impiden la 

acumulación de los iones (Cervantes et al., 2006; Vargas, Álvarez, & Cervantes, 1998).  

 

B. Mecanismos de resistencia de níquel en microorganismos. 
De acuerdo a un análisis genómico comparativo, el mecanismo más extendido para la 

acumulación de Ni en las eubacterias y arqueas utiliza un sistema de casete de unión a ATP 

(sistema ABC), tales como NikABCDE, mientras que el mecanismo más común en eucariotas 

(también distribuido ampliamente en las bacterias) implica miembros de la familia de 

transportadores de Ni/Co (Nicot). Además, los transportadores no específicos de Ni son utilizados 

por algunos microorganismos para facilitar la transferencia del metal a través de la membrana 

citoplasmática (Zhang, Rodionov, Gelfand, & Gladyshev, 2009). De esta manera, en bacterias 

Gram negativas, arqueas e inclusive en organismos eucariontes como las levaduras 

Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, los cationes metálicos: Co2+, Ni2+, 

Zn2+ y Mn2+, se acumulan rápida e inespecíficamente a través del sistema de captura de magnesio 

CorA, conocido como sistema de transporte inorgánico de iones metálicos (Marrero-Coto et al., 

2010).  

El transporte de metales pesados por transportadores de Mg2+ se ha demostrado tanto para 

S. cerevisae como para S. pombe. De manera que, se ha reportado la inhibición del transporte 

de Ni causada por magnesio principalmente, seguido de los metales: Zn, Mn y Ca, en vacuolas 

de S.cerevisae (Nishimura, Igarashi, & Kakinuma, 1998). De forma similar, se ha reportado que 
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el exceso de Mg2+ en el medio, disminuye 20 veces la acumulación de Ni2+ en S.pombe (Eitinger, 

Degen, Bohnke, & Muller, 2000).  

Joho et al. (1995) aislaron una cepa mutante de S. cerevisiae resistente a Ni y observaron 

que más del 70% de los iones de Ni internalizados estaban distribuidos en las fracciones 

vacuolares; lo que sugiere un papel importante de este orgánulo como compartimiento 

desintoxicante. Así también, demostraron que las vacuolas de estas levaduras resistentes a Ni, 

contenían grandes cantidades del aminoácido histidina (His); por lo cual los autores sugirieron 

una posible formación de complejos de iones de His-Ni en el secuestro de Ni al interior de las 

vacuolas. 

En bacterias, existen otros mecanismos de acumulación de Ni descritos; por ejemplo 

Pseudomonas putida S4 acumula Ni en su periplasma, posiblemente acomplejado con una 

proteína de 18 kDa (Tripathi & Srivastava, 2006). Por el contrario, una cepa de Pseudomonas 

aeruginosa acumula Ni intracelular que, según análisis de rayos X de energía dispersiva, se 

encuentra en forma de Ni metálico, lo cual además sugiere la actividad de un mecanismo oxido-

reductor (Sar, Kazy, & Singh, 2001).  

Otra respuesta bacteriana común frente a concentraciones elevadas de un metal tóxico es 

sintetizar un sistema de expulsión específico, reduciendo así la concentración interna del metal. 

Las bombas expulsadoras de Ni mejor caracterizadas son las de organismos que exhiben 

hiperesistencia a este metal, normalmente aislados de suelos ricos en Ni; ya sean contaminados 

o de origen natural; como por ejemplo las bacterias Cupriavidus metallidurans y Alcaligenes 

xylosoxidans que han sido obtenidas de sitios contaminados de Ni (Grass, Große, & Nies, 2000; 

Schmidt & Schlegel, 1994). No obstante, también existen bombas expulsadoras de Ni presentes 

en bacterias no extremófilas, como es el caso de Escherichia coli y Helicobacter pylori 

(Macomber& Hausinger, 2011). Por ejemplo, la bomba de eflujo RcnA se identificó por primera 

vez en E. coli y expulsa tanto Ni como Co afuera del citoplasma; existen homólogos putativos de 

esta bomba expulsora de Ni en alfa, beta, y gamma proteobacterias, cianobacterias y arqueas 

(Rodrigue, Effantin, & Mandrand-Berthelot, 2005). 

Finalmente, otro mecanismo de resistencia a Ni menos frecuente en la naturaleza es la 

reducción de Ni2+ al Ni elemental (Ni0), lo cual se ha observado en la bacteria Thiocapsa 

rosepersicina cuando se crece en gas hidrógeno, mecanismo vinculado a una mayor tolerancia 

de Ni  (Zadvornyy et al., 2010). En plantas, algas y protistas, la reducción de Ni2+ a Ni0 está poco 

documentada. 

C. Plantas hiperacumuladoras de níquel y sus mecanismos de resistencia. 

En 1948 Minguzzi y Vergnano, dos botánicos italianos, descubrieron plantas que 

acumulaban Ni; ellos observaron que las plantas de la especie Alyssum bertolonii crecían en 

suelos ultramáficos enriquecidos con Ni (suelos serpentinos) y sus hojas secas contenían ~1% 
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de Ni, concentración que era de 100 a 1000 veces  mayor que en otras plantas que crecían a los 

alrededores (Freeman et al., 2004). Posteriormente, se determinaron las concentraciones de Ni 

en más de 2,000 especímenes de herbario (Brooks, Lee, Reeves, & Jaffré, 1977) y basándose 

en esa información se redefinió el término hiperacumulador, previamente introducido por Jaffré et 

al. (1976), para describir a plantas que contienen >1000 mg/Kg (0.1%) de Ni en hojas secas 

(Freeman et al., 2004). 

Hasta el momento, uno de los mecanismos de resistencia en plantas hiperacumuladoras de 

Ni descritos en la literatura científica es el que involucra al metabolismo del glutatión (GSH). En 

la especie hiperacumuladora de Ni Thlaspi goesingense la vía de la asimilación de azufre, que 

engloba a la biosíntesis de cisteína (Cys) y glutatión (GSH), está relacionada con su mecanismo 

de tolerancia a Ni; se ha reportado en esta especie una alta actividad de la enzima serina 

acetiltransferasa (SAT) y un aumento en la concentración de su producto O-aceltilserina (OAS), 

acompañadas de una alta actividad de la enzima glutatión reductasa (GR), lo cual mantiene altos 

los niveles GSH (Freeman et al., 2004). Los autores concluyen que estas características confieren 

a las plantas una mayor resistencia al estrés oxidativo generado por el Ni. 

La sobreexpresión del gen mitocontrial de la SAT de T. goesingense mejora la resistencia a 

Ni2+, Co2+ y Zn2+ en Arabidopsis thaliana, la cual muestra una alta concentración de GSH en las 

hojas y un mejoramiento en la resistencia al estrés oxidativo (Freeman & Salt, 2007). Estos 

autores  también han reportado una correlación positiva entre las concentraciones de OAS, Cys 

y GSH y la concentración de Ni en tallos de varias especies hiperacumuladoras de Ni y no 

acumuladoras del género Thlaspi y Arabidopsis, las cuales fueron altas en las plantas 

hiperacumuladoras y bajas en las no acumuladoras (Freeman et al., 2004). 

Por otra parte, entre las moléculas quelantes de metales, el aminoácido histidina (His) se ha 

relacionado con el transporte de Ni en las diferentes estructuras celulares de plantas 

hiperacumuladoras (Kerkeb & Krämer, 2003; Kozhevnikova et al., 2014; Richau et al., 2009). En 

las especies hiperacumuladoras de Ni del género Alyssum: A. lesbiacum, A. murale y A. bertolonii 

se ha observado un aumento significativo en el contenido de His libre, que es proporcional a la 

captación de Ni en el xilema de la raíz. En A. lesbiacum por ejemplo, la exposición de 300 µM de 

Ni causó un incremento de 36 veces la concentración de His (Krämer, Cotter-Howells, Charnock, 

Baker, & Smith, 1996). 

Por último,  también existen trabajos que sugieren que la nicotianamina (NA) desempeña 

un papel importante en la desintoxicación de Ni (Vacchina et al., 2003). Así también, se ha 

reportado una asociación entre varias especies hiperacumuladoras de Ni nativas de Nueva 

Caledonia con el contenido de los ácidos orgánicos: citrato y malato (Macomber & Hausinger, 

2011). 
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V. Euglena gracilis como organismo de estudio. 
E. gracilis es un protista flagelado, fotosintético y unicelular de vida libre que habita en 

afluentes de agua con pH desde 3 hasta 8 y con temperaturas entre 10-35°C, y que resiste los 

cambios osmóticos que se generan en ríos y lagos. Tiene gran flexibilidad metabólica ya que 

puede obtener energía de la glucólisis, de la fosforilación oxidativa (mitocondrias), así como 

también de la fotosíntesis (cloroplastos), utilizando una amplia variedad de fuentes de carbono, 

como glucosa, glutamato, malato, lactato, etanol, succionato, etc. (Rodríguez-Zavala, García-

García, Ortiz-Cruz, & Moreno-Sánchez, 2007). 

Existen trabajos que han reportado a E. gracilis como organismo abundante en cuerpos de 

agua provenientes del drenaje ácido de minas y ríos contaminados (Hargreaves, Lloyd, & Whitton, 

1975; Ruiz, Rocchetta, dos Santos Ferreira, & Conforti, 2004). 

Por otro lado se ha señalado que E. gracilis reúne las características necesarias para estudiar 

los efectos tóxicos de diferentes compuestos en todos los niveles celulares. Además, es la única 

especie conocida que puede ser desprovista de cloroplastos sin que esto implique la muerte del 

organismo, lo que da la posibilidad de estudiar un efecto tóxico bajo distintos tipos de metabolismo 

(Margulis & Schwartz, 1981). 

Así también, distintos estudios muestran que este organismo es susceptible ante 

contaminantes ambientales externos, como metales tóxicos, moléculas orgánicas y exceso de 

radiación UV (Ahmed & Häder, 2010). 

Por todo lo anterior, E. gracilis resulta ser un buen modelo para conocer y estudiar los 

mecanismos de resistencia que ésta manifiesta ante la presencia de diversos contaminantes en 

cuerpos de agua, como lo son los metales pesados.  

 

 
Fig. 2. Euglena gracilis observada en microscopio óptico (400x).  

Fotografía capturada en el departamento de Bioquímica del INC por Karla Adriana Peña Sanabria. 
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VI. Mecanismos de resistencia y acumulación de metales pesados en E. gracilis. 
Se ha documentado que E. gracilis puede remover con alta eficiencia metales pesados no 

esenciales como Cd2+,Cr6+, Hg2+ y Pb2+, y esenciales como Zn2+ y el Cu2+ (Rodríguez-Zavala et 

al., 2007). 

La capacidad de remover metales pesados en E. gracilis está asociada a mecanismos de 

adsorción, quelación extracelular, biotransformación y acumulación (quelación intracelular y 

compartimentación). En la tabla 2 se resumen los mecanismos de resistencia que se han descrito 

en este protista con distintos metales (no esenciales y esenciales) y metaloides. 

Los mecanismos de resistencia mejor descritos en E. gracilis, son los que se han observado 

en presencia de cadmio. Está demostrado que la vía de la asimilación de azufre (SAP) está 

relacionada con el mecanismo de resistencia a Cd2+, específicamente la biosíntesis de Cys, GSH 

y de fitoquelatinas (PCs; polímeros peptídicos derivados del GSH) (García-García et al., 2012;  

Mendoza-Cózatl, Loza-Tavera, Hernández-Navarro, & Moreno-Sánchez, 2005; Sánchez-

Thomas, Moreno-Sánchez, & García-García, 2016). Sin embargo, está reportado que en E. 

gracilis expuesta a 50 µM de Cd2+ por 5 días, el contenido de PCs representa únicamente el 10 

% del total de las moléculas tiol y es probable que otras moléculas quelantes estén involucradas 

en la unión intracelular  y la inactivación de Cd2+; por ejemplo, los polifosfatos (poly P; polímeros 

de fosfatos ricos en moléculas de oxígeno capaces de interaccionar con los metales) (Santiago-

Martínez et al., 2015). 

Así también, en E. gracilis se ha observado una relación entre la síntesis de moléculas con 

grupos tiol y la resistencia frente a otros metales pesados. El Cr6+ (10-200µM) induce un aumento 

del contenido de Cys y GSH, pero no así de PCs (García-García, Rodríguez-Zavala, Jasso-

Chávez, Mendoza-Cozatl, & Moreno-Sánchez, 2009). La adición de 200 μM Pb2+ a un medio de 

cultivo que contiene 50 μM Zn2+ y Cd2+, promueve un aumento significativo de Cys, GSH y de 

PCs (Mendoza-Cózatl, Rangel-González, & Moreno-Sánchez, 2006). Por otra parte, se ha 

propuesto la participación del GSH como mecanismo de resistencia en exposiciones a Hg2+ 

(Devars, Avilés, Cervantes, & Moreno-Sánchez, 2000; Rodríguez-Zavala et al., 2007) pero no así 

la participación de PCs debido a que, tanto en E. gracilis como en plantas y algas, se ha 

observado que el Hg2+ es un mal inductor de la síntesis de estos péptidos (Grill, Winnacker, & 

Zenk, 1987; Howe & Merchant, 1992). 
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Tabla 2. Mecanismos de resistencia hacia diferentes metales y metaloides, reportados en E. gracilis. 

Mecanismo de  Resistencia Metal /Metaloide Referencias 
 
Acumulación  
(Quelación intracelular y/o 
compartimentación) 

 
Cd2+ 
As5+ 
Cr6+ 
Hg2+ 
Pb2+ 
Zn2+ 
Cu2+ 

 
(Devars et al., 2000; García-

García et al., 2009; Mendoza-
Cózatl et al., 2006; Miot et al., 

2009) 
 

 
Biotransformación 

 
Hg2+

 Hg0 
Cr6+

 Cr3+ 
As5+

 As3+ 

 
(Devars et al., 2000; García-

García et al., 2009; Miot et al., 
2009) 

 
Quelación extracelular 

 
Cr3+ 

 
(Lira-Silva et al., 2011) 

 
 
Adsorción 

 
Cr3+ 

 
(García-García et al., 2009) 

 
 

VII. Antecedentes de E. gracilis expuesta a níquel. 
Los antecedentes que existen en la literatura con respecto E. gracilis en presencia de Ni son 

los siguientes: 

- Crecimiento celular:  

Gajdosova y Reichrtova (1996) observaron que el NiSO4 causa un efecto negativo en el 

crecimiento celular de E. gracilis conforme se aumenta su concentración (intervalo de 0.1µM a 10 

µM). 

De la misma manera Olaveson y Nalewajko (2000) reportaron una reducción en el crecimiento 

en células de E. gracilis, cuya Concentración Inhibitoria del 50% del crecimiento (IC50) fue de 87 

pmol de Ni/célula, lo cual equivaldría aproximadamente a 725 µM de Ni. 

- Motilidad 

Ahmed y Häder (2010) midieron la inhibición por Ni con respecto a la motilidad de E. gracilis, 

reportando una IC50 de 10 mg/L (170.4 µM) de Ni en un tiempo de incubación de 24 h. 

- Fotosíntesis 

Está reportado una disminución significativa de la fotosíntesis después de 24 h en células tratadas 

en concentraciones de 45-180 mg/L de Ni (0.7 a 0.3 mM) (Ahmed & Häder, 2010). Y un aumento 

del contenido (23%) de clorofila en células de E. gracilis expuestas a 100µM de Ni y una 

disminución importante (80%) cuando se las expone a 1mM (Manankina, Mel’nikov, Budakova, & 

Shalygo, 2003). 
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Con base a los antecedentes previamente mostrados sobre los mecanismos de resistencia a 

Ni reportados en diversos organismos (desde bacterias y levaduras hasta plantas) junto con los 

que se han reportado directamente con nuestro modelo de estudio Euglena gracilis, en este 

trabajo se pretende evaluar si este protista utiliza el mecanismo de resistencia mediado por el 

metabolismo del GSH frente a una exposición a Ni. 

 

 

5. HIPÓTESIS 
E. gracilis puede acumular níquel, utilizando el mecanismo de quelación intracelular mediado por 

el glutatión. 

 

6. OBJETIVOS 
General: 
Determinar la capacidad de acumulación de níquel y la cantidad tioles presentes E. gracilis 

expuesta a NiCl2. 

Particulares:  
 Determinar la susceptibilidad  de E. gracilis a Ni2+ a través de una IC50 de crecimiento y 

de la medición del consumo de oxígeno, la fotosíntesis y el contenido de clorofila. 

 Determinar la capacidad de acumulación de níquel en células de E. gracilis. 

 Determinar el efecto de cationes divalentes en la acumulación de níquel. 

  Determinar el contenido de tioles (Cys, γ-EC, GSH y PCs) en E. gracilis control y en 

células expuestas a Ni2+.  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
I. Cultivo de E. gracilis fotosintética. 

Se trabajó con la cepa E. gracilis Klebs Var. Z, la cual fue cultivada axénicamente en medio 

Hutner modificado, el cual es un medio de crecimiento que inicialmente fue descrito por Hutner et 

al. (1956), pero posteriormente modificado por Schiff et al., 1971. Este medio se compone de 

Glutamato 34 mM, Malato 15 mM, CaCO3 2mM, (NH4)2HPO4 1.5mM, MgSO4•7H2O 2mM, KH2PO4 

3 Mm, Minerales traza A (ZnSO4•7H2O 0.02 mM, MnSO4•H2O 0.01 mM, Na2MoO4•2H2O 0.1 mM 

y CoCl2•6H2O 7x10-3 mM) y Minerales Traza B (CuSO4•H2O 3X10-3 Mm, H3BO3 0.01 mM, 

Na2Vo4•16H2O 2x10-4mM y Fe(NH4)2(SO4) 0.03 mM). El medio se ajustó a pH de 3.5 con NaOH 

y se esterilizó por autoclave 15 minutos a 20 libras de presión. Antes de sembrar las células se 

añadió por cada 100 mL de cultivo 1 mL de vitaminas (Tiamina 3x10-3mM, Cianocobalamina 0.002 

µg/L y FeCl2. 0.02 mM) que fueron previamente esterilizadas por filtración (poro de filtro 0.22 µm).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

Las células se mantuvieron por resiembras, las cuales se hicieron antes de que llegaran a la 

fase estacionaria de crecimiento, partiendo de un inóculo de 0.2x106 células/mL. El cultivo se 

mantuvo en una cámara de incubación, entre 22-25°C, con un fotoperiodo de 12 horas con luz 

blanca (70 µmol quanta m-2s-1) y 12 horas de oscuridad (Fig.S.1; Material Suplementario). 

 

II. Conteo celular y determinación de viabilidad. 
Las células se contaron con una cámara de Neubauer. Esto se realizó tomando muestras 

de los cultivos para hacer diluciones en un volumen final de 1mL de agua y 0.05% de  HCl (para 

inmovilizar a las células y así facilitar su conteo), se tomaron 15 µL de esta dilución, se colocaron 

en el centro de la cámara con su respectivo cubreobjetos, se contaron las células dentro de los 5 

cuadrantes principales de la cámara y se realizó un promedio de ellos. El valor total fue 

multiplicado por el factor de extrapolación de la cámara (10,000); el cual fue calculado 

considerando el volumen de muestra que hay entre cada cuadrante de la cámara y el 

cubreobjetos (1x10-4 mL), para determinar finalmente la concentración de células por mililitro de 

cada cultivo (Fig. S.3; Material Suplementario). 

La viabilidad se determinó pre-incubando a las células con azul tripano 0.05% (m/v) 

durante 3 minutos, posteriormente fueron contadas en la cámara de Neubauer 100 células 

escogidas al azar dentro de los cuadrantes y  se determinó así el porcentaje de células vivas y 

muertas. 
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III. Medición de níquel  
Las células se obtuvieron a partir de una cosecha por centrifugación (3,795 g/ 4°C/ 5 min). 

Posteriormente el botón celular se lavó 2 veces por centrifugación (1,900 g/ 4°C/ 1 min) con 

KH2PO4 0.1 M suplementado con 5mM EGTA para eliminar el metal adherido extracelularmente. 

Al final de los lavados el botón celular se resuspendió en 1 mL de agua destilada, las células se 

contaron en la cámara de Neubauer y se tomó 1 mL de esa suspensión celular para medir el Ni 

intracelular o  la síntesis de tioles (Sección 4.VIII). 

Posteriormente  se realizó una digestión ácida; se tomó un mililitro de cada muestra y se 

adicionó 3mL de una mezcla de 2.5 mL HNO3/0.5 mL H2SO4 y se colocó en una parrilla de 

calentamiento durante 2 horas.  La temperatura de la parrilla se calibró alternando cada 15 

minutos con alta intensidad (100-110°C) y 10 minutos con baja intensidad (95-100°C). Por último 

las muestras se aforaron a 5 mL con agua desionizada.  

La cantidad intracelular de Ni se determinó por espectrofotometría de absorción atómica 

(EAA). Se utilizó un equipo Varian Spectra AA 640 (Varian, Palo Alto, California, EUA) con una 

mezcla de aire y acetileno a un flujo de 13.5:2 L/min (Fig.S.4; Material Suplementario). Se utilizó 

una lámpara de cátodo hueco Multielementos (Fe/Co/Ni/Mn/Cu y Cr)  para emitía a la longitud de 

onda de 232 nm para medir el Ni total.  

La concentración de las muestras se obtuvo mediante la interpolación de una curva patrón con 

un ajuste lineal (Fig.3), utilizando distintas concentraciones de una solución patrón de Ni de 

1000 ppm marca Sigma. Como control negativo durante las mediciones se utilizaron muestras 

con células que no fueron expuestas a ninguna concentración de Ni 

 

 
Fig. 3. Una de las curvas patrón que fueron utilizadas para la determinación cuantitativa de Nitotal. 
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IV. Protocolo de exposición de E. gracilis al Ni en condición de alta densidad. 
Este protocolo fue optimizado en el laboratorio anteriormente y se realizó siguiendo lo 

reportado por García-García et al. (2009) con ligeras modificaciones. 

El protocolo de alta densidad contempla la cosecha por centrifugación  (1,860 g/4 °C/ 3 

min) de células cultivadas durante 5 días en 500 mL de medio Hutner (cuyo inóculo inicial es de 

0.2 x 106 cel/ mL). El botón celular se lava 1 vez con KH2PO4 100 mM pH 3 y se recuperan las 

células por centrifugación (1, 900 g/ 4°C/ 1 min). Las células se resuspenden en 30 mL del mismo 

búfer para obtener una solución con una densidad de 25-30x 106 cel/mL.  Dicha solución celular 

se reparte en volúmenes de 5 mL en matraces de 25 mL y se les añade las concentraciones de 

NiCl2 de interés (50-2000 µM). Los matraces se incuban en agitación y temperatura constante 

(80rpm/ 25°C) con un fotoperiodo de 12 h con luz blanca (70 µmol quanta m-2s-1) y 12 h de 

oscuridad por un tiempo determinado (3-72 h) (Fig.S.2; Material Suplementario).  

Posteriormente dependiendo de la medición que se desee realizar se siguen los 

procedimientos correspondientes para determinar consumo de oxígeno y fotosíntesis (Sección 

7.V), contenido de clorofila (Sección 7. VI), Ni acumulado y adsorbido (Secciones 7.III y 8.II.B.b), 

peso seco celular (Sección 7.VII), y contenido de tioles (Sección 4.VIII). 

En resultados (Sección 8) se mencionan de manera más específica otras variantes dentro del 

protocolo de alta densidad que  también se llevaron a cabo. 

 

V. Medición del consumo de oxígeno y fotosíntesis.  
Las mediciones se hicieron usando un electrodo de O2, tipo Clark (Yellow Spring Instruments) 

y en una cámara (1.7 mL) con agitación, la cual se mantuvo a temperatura constante (25º C) 

mediante un flujo continuo de agua. El electrodo se calibró utilizando búfer KME (KCl 120 mM, 

MOPS 20 mM y EGTA 1mM) pH 7.2 saturado de oxígeno y se adicionó ditionita de sodio (Na2SO3) 

para determinar la cantidad total de oxígeno en la cámara. La solubilidad del oxígeno a la altitud 

de la Ciudad de México (2240 m) se consideró de 420 ngatO/ mL. Las determinaciones se 

llevaron a cabo dentro de una caja oscura para mantener aisladas a las células de la luz y poder 

controlar la fotosíntesis con luz de un proyector de diapositivas (1000µmol quanta/ m·s). Los 

cambios en la concentración de oxígeno se acoplaron a un registrador (Kipp & Zonen, Delft, 

Países Bajos) graficó los trazos de consumo de oxígeno y fotosíntesis (Fig.S.5; Material 

Suplementario). 

Las células control y expuestas a Ni fueron cosechadas por centrifugación (1,900 g/ 4°C/ 1 

min) a las 24 horas de estar bajo el protocolo de alta densidad (Sección 4. IV) y fueron lavadas 

por centrifugación con búfer KME pH 7.2 El botón celular obtenido fue resuspendido en 300µL de 
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KME y se tomaron 50-100 µL de la suspensión celular con aproximadamente  5-10 x106 células/ 

mL para determinar el consumo de oxígeno y la fotosíntesis en el electrodo de O2.  

 

VI. Determinación de contenido de clorofila. 
Se determinó por el método de Arnon (1949). La clorofila se extrajo con 2.5 mL de acetona 

80% (v/v) a partir de 10-20 µL de muestra con una densidad de 1- 1.5x106 células/ mL, las cuales 

fueron centrifugadas (1,900 g/ 4 ºC/ 10 min) (Fig.S.6; Material Suplementario). Posteriormente se 

leyó la absorbencia a 663 y 645 nm en una célula de vidrio. 

La concentración de clorofila total (a y b) fue calculada de la siguiente forma:  

[Clorofila total] = (Abs663 x 8.05) + (Abs645 x 20.29) = µg clorofila 

 

VII. Determinación de peso seco. 
Se determinó el peso seco para las células expuestas a 0, 50, 500 y 1000 µM de Ni2+ en 

condiciones del protocolo de alta densidad por un tiempo de 24 horas en KH2PO4 pH 3, para ello 

se cosecharon las células por centrifugación (1,900 g/ 4 °C/ 1 min) y posteriormente fueron 

lavadas por centrifugación (1,900 g/ 4 °C/ 1 min)  y resuspendidas en búfer SHE (225 mM 

Sacarosa, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA pH 7.3. 

            Posteriormente, las células fueron contadas en la cámara de Neubauer y alícuotas de 1.5-

3 x107células se colocaron en un vidrio de reloj (previamente pesado en una balanza analítica) y 

se mantuvieron a  60ºC por 6 h en un horno como fue descrito en Sánchez-Thomas et al., (2016) 

(Fig.S.7; Material Suplementario).  Finalmente, el vidrio de reloj con las células secas se pesó en 

una balanza analítica y al dato obtenido se le restó el peso del propio virio de reloj. 

 

VIII. Determinación de tioles. 
Se midieron los tioles por el sistema de HPLC-Vis marca Waters 1525-1289 (Waters, 

Milford, MA, USA) (Fig.S.8; Material Suplementario), utilizando una columna C-18 Symmetry 

Waters de tamaño de partícula 3.5 µm. La fase móvil que se utilizó estaba compuesta de TFA 

0.1% en agua y los tioles se eluyeron con un gradiente lineal ACN 100%. La separación al 

principio fue con 99% de solución de TFA y 1% ACN, después de 10 min se utilizó un gradiente 

discontinuo para obtener 80% de la solución de TFA y 20% ACN a un flujo de 1mL/min. Los 

compuestos con grupos tiol fueron detectados por la medición de una reacción colorida con DTNB 

0.1mM disuelto en KH2PO4 0.1M pH 8, utilizando un espectrofotómetro acoplado al HPLC a una 

absorbancia de 412 nm.  

Las células control y expuestas a Ni fueron cosechadas según se indicó en la Sección 

4.III., con la diferencia de que la alícuota de 1mL se guardó a -70 ° C en presencia de 5 mM de 
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DTT. Una vez descongeladas las muestras se adicionó Tritón X-100 0.1% y PCA 3%, se agitaron 

vigorosamente por 1 min y posteriormente se centrifugaron (17,572 g/ 4 °C/ 2 min), el 

sobrenadante se filtró con un poro de 0.45 µm de diámetro y se tomaron 50 µL para medir los 

tioles por HPLC. Cada uno de los metabolitos fue identificado mediante el uso de estándares 

internos. 

 

8. RESULTADOS 
I. Exposición a níquel en medio Hutner 

 
A. Susceptibilidad al níquel: Curva de crecimiento e IC50 de crecimiento. 

 
 Con el objetivo de evaluar la toxicidad del Ni en el crecimiento de E. gracilis se llevó a 

cabo una curva de crecimiento (Fig. 4) para la cual se cultivaron células en medio Hutner en 

presencia de distintas concentraciones de Ni2+ y se midió su densidad celular durante 8 días.  

 
Fig. 4. Curva de crecimiento de E. gracilis expuesta a diferentes concentraciones de Ni2+ durante 8 días 

en medio de cultivo Hutner. ± SD n >5. 

 

En la curva de crecimiento se puede observar cómo a medida que las células se exponen 

a una mayor concentración del metal, su crecimiento se ve inhibido durante la fase exponencial, 

sin embargo, al octavo día parece que las células tratadas de 0-400 µM de Ni2+ empiezan a llegar 

a la fase estacionaria con la misma densidad celular. En dónde es muy evidente la inhibición total 



 

20 

del crecimiento es en las células expuestas a 1000µM de Ni2+. Es importante señalar que se midió 

la viabilidad celular al octavo día de crecimiento y las condiciones de 0-500 µM de Ni2+ 

presentaron una viabilidad ≥ 98% y las células expuestas a 1000 µM de Ni2+ una viabilidad ≥ 88%. 

Posteriormente se calculó la IC50
* de crecimiento con las densidades celulares obtenidas 

al quinto día de crecimiento (Fig. 5), la cual fue de 426 µM. 

 
Fig. 5. Densidad celular de E. gracilis después de 5 días en ausencia o presencia de las indicadas 

concentraciones de Ni2+. La IC50
* obtenida se señala con una flecha. 

* La IC50  se calculó considerando como 100% la densidad celular de las células cultivadas en medio Hutner sin Ni2+ y 
el 50 % del crecimiento se extrapoló a la curva obtenida con la ecuación de una hipérbola y posteriormente al eje de 
las abscisas. n= 5. 
 

B. Acumulación de níquel. 
Se determinó la cantidad de Ni intracelular en células de E. gracilis expuestas a 500 y 1000 µM 

de Ni2+ al quinto día de crecimiento, cultivadas en medio Hutner, con la finalidad de evaluar la 

capacidad de acumulación del protista con este metal (Tabla.3).  

 
Tabla 3. Capacidad de acumulación de E. gracilis expuesta a 500 y 1000 µM de Ni2+ usando medio de 

cultivo Hutner. 

Ni
2+ 

añadido  (µM)  nmol/ 10
7
 células  

500  9 ± 3.3  

1000  14 ± 3.7  

 



 

21 

Posteriormente, quisimos observar si existía un efecto por parte de los iones divalentes 

metálicos presentes en el medio Hutner dentro de la acumulación de Ni. Por lo que, decidimos 

utilizar un nuevo protocolo (Protocolo de alta densidad) en donde las células estuvieran expuestas 

al Ni sin la presencia de los metales señalados en la Tabla 4. 

Tabla 4. Concentración en la que se encuentran los cationes divalentes en el medio Hutner. 

 

 

Cabe aclarar que el Protocolo de alta densidad, contempla el cultivar células en medio 

Hutner, para posteriormente lavarlas y resuspenderlas en un medio libre de iones, en el cual se 

exponen distintas concentraciones de Ni2+. El búfer 100 mM KH2PO4  fue el medio libre de iones 

que se utilizó debido a que su pka de 2.12 permite ajustar el pH a 3 y simular las condiciones 

ácidas del medio Hutner.   

Las células de E. gracilis expuestas a 1,000 µM de NiCl2 bajo este protocolo pudieron 

acumular hasta 7  veces  más de Ni (Fig. 6) respecto a lo observado en el experimento realizado 

en el medio Hutner (Tabla 3). En paralelo, se hicieron experimentos con este protocolo pero 

utilizando los búfers: 0.05 M de KH2PO4, NaH2PO4 y (HEPES), y  0.1 M  de (Tris), ajustados a pH 

7.2; en dichos ensayos la acumulación de Ni en células expuestas a 1,000 µM de NiCl2 durante 

6 horas no fue diferente (datos no mostrados) a la observados en KH2PO4 a pH 3  (Fig. 6) a 

excepción de con KH2PO4 a pH 7.2 cuya acumulación fue casi nula (datos no mostrados).  

Metales Concentración (µM) 
Ca2+ 2000 

Mg2+ 2000 

Zn2+ 20 

Mn2+ 10 

Co2+ 7 

Cu2+ 3 
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Fig. 6. Acumulación de Ni en medio 

Hutner y en KH2PO4 bajo el 

protocolo de alta densidad, por 6 h 

de incubación con 1000µM de Ni2+. ± 

SD n = 4. 

 

 

 

 

 

II. Exposición a níquel  bajo el Protocolo de alta densidad. 
A. Susceptibilidad al níquel: Consumo de oxígeno,  fotosíntesis y contenido de 

clorofila.  
Habiendo cambiando el protocolo de exposición de E. gracilis a Ni, se determinó 

nuevamente la susceptibilidad celular en estas condiciones de alta densidad y agitación 

constante. 

Debido a que las células ya no crecen bajo este protocolo, no se pudo determinar una IC50 

del crecimiento de E. gracilis por Ni, en su lugar, se midió el consumo de oxígeno, la fotosíntesis 

y el contenido de clorofila total (clorofila a+b) en células expuestas a 50, 500 y 1000 µM durante 

24 horas; que fue el tiempo en el que se determinó la máxima acumulación del metal (Fig. 9). 

En la Fig. 7. se muestra que el consumo de oxígeno disminuyó un 50% con 500 µM de 

Ni2+  y alrededor de un 85% con 1,000 µM de Ni2+, de igual manera la fotosíntesis se vio afectada 

a estas mismas concentraciones, ya que con 500µM de Ni2+ disminuyó un 80%  y con 1,000µM 

de Ni2+ disminuyó un 90 %. 
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Fig. 7. Consumo de oxígeno y fotosíntesis en células control y expuestas a distintas concentraciones de 

Ni, bajo el protocolo de alta densidad, después de 24 h de incubación. ± SD n=3. 
 

Respecto al contenido de clorofila a+b, no se observaron cambios significativos bajo 

ninguna condición de exposición a Ni respecto a las células control (Fig.8). 
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Fig. 8. Contenido de clorofila en células 

control y expuestas a 50, 500 y 1000 µM 

de Ni2. ± SD n=3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Acumulación de níquel. 

a. Cursos temporales. 

Con la finalidad de determinar la máxima capacidad de acumulación de Ni en E. gracilis 

se realizaron los cursos temporales de células expuestas a 50 µM Ni, 500 µM Ni y 1,000 µM Ni 

(Fig. 9) bajo el protocolo de alta densidad, de 3-72 horas de incubación. De manera conjunta se 

midió la viabilidad celular con azul tripano y se determinó la densidad celular para cada tiempo.  

El tiempo en el que se observó una mayor acumulación de Ni fue a las 24 horas de incubación 

para las tres exposiciones.  
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Fig. 9. Cursos temporales de acumulación de Ni a las 72 horas bajo el protocolo de alta densidad, en células 
expuestas a 50, 500 y 1,000 µM de Ni2+ (a,b y c),  con su respectivo porcentaje de viabilidad celular (d, e y f) y su 

densidad celular (g,h e i). ± SD n ≥ 5. 
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b. Adsorción. 

Para complementar el trabajo de investigación, también se evaluó la capacidad de 

adsorción de Ni que tiene E. gracilis y para ello realizamos la misma metodología que se lleva a 

cabo para medir acumulación  con la diferencia que los lavados posteriores a la cosecha fueron 

realizados con KH2PO4  pH 7.4 pero sin EGTA, con el objetivo de que al no lavar con un agente 

quelante (EGTA), se puede determinar la cantidad de Ni total removido, tanto intracelularmente 

(acumulado) como el adherido extracelularmente a las membranas de las células (adsorbido) y 

así con la resta del total removido menos el acumulado se obtiene el Ni adsorbido. 

En la Fig. 10 se presenta la cantidad de Ni total removido y el Ni acumulado en células 

expuestas a 1,000 µM Ni2+  por 24 horas en el protocolo de alta densidad. No existe una diferencia, 

lo cual indica que el Ni adsorbido extracelularmente es un mecanismo de remoción poco relevante 

en E. gracilis. Por esta razón se decidió enfocar el trabajo de la presente tesis a caracterizar el 

mecanismo de acumulación (Ni intracelular).   

 

 

 

 

 
Fig. 10. Ni total removido y Ni acumulado 

por E. gracilis en el protocolo de alta 

densidad en presencia de 1000µM Ni2+ por 

24 h. 

± SD  n=3 
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c. Dosis-Respuesta de níquel. 

Se determinó la capacidad de acumulación de Ni en células expuestas a diferentes 

concentraciones del metal (50, 200, 500, 1,000 y 2,000 µM de Ni2+) y observamos un efecto dosis-

respuesta en las primeras tres concentraciones evaluadas (50, 200 y 500 µM de Ni2+) y a partir 

de 500 µM de Ni2+ la acumulación se satura (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 11. Acumulación de Ni en células expuestas a diferentes concentraciones de Ni2, por 24 h de 

incubación, en el protocolo de alta densidad. 

 

d.  Efecto  de  diferentes cationes divalentes en la acumulación de 

níquel.  
Por otro lado, con la finalidad de dilucidar si los metales que se presentan en el medio de 

cultivo Hutner eran los responsables de la baja acumulación de Ni en los resultados mostrados 

en la Tabla 3, se decidió determinar la acumulación de Ni en presencia de cada uno de los metales 

usando el protocolo de alta densidad.  En la Tabla 5 se muestran la capacidad de acumulación 

en células que fueron expuestas a 500 µM de Ni2+ y a las concentraciones en las que se encuentra 

cada metal en el medio Hutner.  
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Tabla 5. Acumulación de Ni en E. gracilis en presencia de 500 µM Ni2+ y con diferentes cationes divalentes 

a la concentración en la que se encuentran en el medio Hutner. 

 
Sin Metal 
añadido 

 
Ca2+ 

2000 µM 

 

 

Mg2+ 
2000 µM 

 

 

Zn2+ 
20µM 

 

 
Mn2+ 

10 µM 

 

 

Co2+ 

7µM 

 

 
Cu2+ 

3µM 

 

91± 28 93 ± 19 9 ± 2 79 ± 17 109 ± 14 92 ± 7 104 ± 15 

 

 Los resultados de la tabla muestran que el único metal del medio Hutner que disminuyó 

la acumulación de Ni fue el magnesio, en las concentraciones en las que se presenta en este 

medio de cultivo (2,000µM).  

 Después de obtener el resultado anterior, se decidió determinar la concentración en la 

cual el magnesio empezaba a inhibir la acumulación de Ni, por lo que se elaboró una curva dosis-

respuesta con el Mg2+ (Fig.12). Las células se expusieron en el protocolo de alta densidad con 

500 µM Ni2+ en presencia de diferentes concentraciones de Mg2+ (0, 20, 100, 200, 500, 1,000 y 

2,000 µM) y se dejaron incubando por 24 horas para posteriormente medir la acumulación.  

 En la Fig.12 se puede observar que a partir de 200 µM de Mg2+ existe un efecto negativo 

en la acumulación de Ni; la cual disminuye a medida que aumenta la concentración de Mg 2+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig.12.  Acumulación de Ni en E. gracilis presencia de diferentes concentraciones de magnesio. 
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Como la concentración de magnesio en el medio Hutner es alta comparada con las 

concentraciones de los otros iones (y la misma con el Ca2+) y en la curva dosis- respuesta de 

magnesio se observó una disminución a partir de 200 µM de Mg2+, decidimos probar bajo el 

mismo protocolo, el efecto de Zn2+, Mn2+, Co2+ y Cu2+ pero esta vez a una concentración de 1,000 

µM de cada metal, con la intención de determinar si la acumulación de Ni podía verse inhibida a 

una concentración más alta. 

En la Tabla 6 se muestra la acumulación de las células que fueron expuestas a 500 µM 

de Ni2+ y a 1,000 µM cada metal.  Y se puede observar que el cobre también puede afectar la 

acumulación de Ni a niveles de 1 mM. 

 
Tabla 6. Acumulación de Ni en E. gracilis presencia de 500 µM Ni2+ y con Zn2+, Mn2+, Co2+ y Cu2+ a una 

concentración de 1,000µM. 

 
Sin Metal 
añadido 

 
Zn2+ 

1000  µM 

 
Mn2+ 

1000 µM 

 
Co2+ 

1000 µM 

 
Cu2+ 

1000 µM 
 

91± 28 114± 28 110 ± 18 87± 12 3± 1 
 

A partir de estos resultados, decidimos realizar otra curva dosis- respuesta pero esta vez 

 

 

 

 Fig.13.  Acumulación de Ni en E. gracilis presencia de diferentes concentraciones de 

cobre. 
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En la Fig. 13 se puede observar  que a partir de 100 µM de Cu2+ se obtiene la mitad de la 

acumulación de Ni de la condición control (sin cobre añadido), siendo que en las primeras 

concentraciones probadas (3 y 20 µM) no parece existir una diferencia. Y es a partir de 500 µM 

de Cu2+  que la acumulación de Ni se ve  casi completamente inhibida. 

 

e. Peso seco 

Con la intención de poder hacer una comparación entre las capacidades de acumulación 

reportadas en la literatura científica de plantas hiperacumuladoras de Ni con nuestros datos 

obtenidos en el presente trabajo, se determinó el peso seco en mgDW/107 células para cada una 

de las condiciones utilizadas (50, 500 y 1,000 µM de Ni2+) y, posteriormente, se realizaron las 

equivalencias correspondientes para determinar la capacidad de acumulación de cada 

condición en mg Ni/KgDW (Tabla 7).  

 
Tabla 7. Peso seco/ equivalencia de número de células y máxima capacidad de acumulación de Ni en E. 

gracilis expuesta a diferentes concentraciones de Ni2+ por 24 h. 

Condición Equivalencias                       
(mgDW/ 107células) 

Acumulación de Ni  
(mg Ni/Kg DW) 

50 µM Ni2+ 5± 0.3 (3) 82.2 

500 µM Ni2+ 6± 0.7 (3) 895 

1000 µM Ni2+ 5± 0.5 (3) 1361.6 

 

 

f. Tioles. 
Por último, con la finalidad de determinar si las moléculas con grupos tiol: cisteína (Cys), 

glutatión (GSH), gamma-glutamil cisteína (γ-EC) y polímeros de glutatión (Poly-GSH; en donde 

se incluyen a las fitoquelatinas) estaban involucradas en el mecanismo de resistencia y 

acumulación de Ni en E. gracilis,  se determinó su contenido frente a una exposición  de 0, 50, 

500 y 1000 µM de Ni2+ después de 24 y de 72 horas (Tabla 8).   
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Tabla 8.  Contenido intracelular de Cys, γEC, GSH y Poly-GSH en células expuestas a diferentes 

concentraciones de Ni en el Protocolo de alta densidad a las 24 y 72 horas de exposición. 

 

          ap < 0.05 
      bp < 0.025 
      cp < 0.005 
 

Posterior a las 24 horas de exposición, el contenido de todos los metabolitos analizados (Cys, 

γEC, GSH y Poly-GSH) se mantienen en valores cercanos al control, a excepción del contenido 

de Poly-GSH en las células expuestas a 50 µM de Ni2+ que aumenta 2 veces con respecto al 

control.  

A las 72 horas, el contenido de GSH  con 50 µM de Ni2+ aumenta 1.6 veces con respecto al 

control. Por el contrario, con 500 µM de Ni2+ la Cys, γEC y el GSH disminuyen 5, 4 y 6 veces, 

respectivamente, mientras que en células expuestas con 1,000 µM de Ni la Cys, γEC, GSH 

disminuyen 10, 6 y 4 veces.  Mientras que, el contenido de Poly-GSH parece mantenerse similar 

al control en todas las condiciones de exposición al metal. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

  Cys γEC GSH Poly-GSH 

24 HORAS 
    

Control 27.2 ± 13.8 3.1 ± 1.2 33 ± 14 2.6 ± 0.7 

50 µM Ni2+ 17.7 ± 7.8 3.4 ± 0.4 37.1 ± 12.6   5.2 ± 1.4a 

500 µM Ni2+ 11.6 ± 4.7 5.7 ± 1.1 35 ± 10.9 3.9 ± 1.1 

1,000 µM Ni2+ 10.9 ± 4.2 3.7 ± 0.8 32.2 ± 8.5 4.5 ± 1 

72 HORAS 
    

Control 33.3 ± 2.7 2.9 ± 1 26.8 ± 2.7 2.1 ± 0.5 

50 µM Ni2+ 28.7 ± 3.6 4.1 ± 1.2  41.8 ± 9.5b 2.5 ± 0.8 

500 µM Ni2+    6.1 ± 3.9c  0.7 ± 0.3b    6.9 ± 2.4b 1.4 ± 0.7 

1,000 µM Ni2+    2.9 ± 1.6c  0.5 ± 0.3c   4.6 ± 1.8c 1.8 ± 0.7 
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9. DISCUSIÓN 
 Los resultados obtenidos en el medio Hutner (la curva de crecimiento (Fig.4), la alta 

viabilidad al octavo día de crecimiento en todas las condiciones utilizadas, así como la alta IC50 

(Fig.5) sugieren que E. gracilis es resistente a altas concentraciones de Ni (>50 µM).  Sin 

embargo, una explicación de esta aparente resistencia es la baja capacidad de acumulación de 

Ni en E. gracilis en estas condiciones de cultivo (Tabla 3); ya que si la mayor parte del Ni añadido 

no está ingresando a la célula, entonces no se verá una toxicidad celular importante que se refleje 

como un daño del crecimiento celular. Este argumento puede explicar lo que ocurre en las 

concentraciones <500µM Ni2+; sin embargo, a partir de la concentración 500µM Ni2+ el crecimiento 

se ve afectado de manera importante, de hecho, la IC50 calculada es cercana a esta concentración 

(Fig.5; 426 µM de Ni2+).  Este valor de IC50 obtenido es similar a lo reportado por Olaveson y 

Nalewaiko (2000) (726 µM de Ni2+). El efecto tóxico sobre el crecimiento es más drástico con 

1,000 µM de Ni2+, ya que no se observa una recuperación de las células en los 8 días de cultivo 

(Fig.4). Una cuestión interesante, es que hay una diferencia mínima entre la acumulación de Ni 

de las últimas dos concentraciones de Ni utilizadas (500 y 1,000 µM Ni2+, Tabla 3.), lo que nos 

sugiere que al aumentar ligeramente la cantidad de Ni internalizado, éste empieza a causar 

afectaciones importantes dentro de la célula. Sin embargo, la viabilidad al día 8, incluso en la 

última condición (1000µM de Ni2+) es alta (≥ 88%), lo que nos hace pensar que a pesar de que el 

crecimiento se detiene, otro fenómeno está ocurriendo que evita la muerte celular.  

El fenómeno que evita que E. gracilis desencadene una muerte celular podría ser el mismo 

que explique lo que se observó en la Fig. 9, en los cursos temporales de 500 y 1,000 µM Ni2+ 

después de las 24 h de exposición.  La disminución en la acumulación del metal podría deberse 

a la activación de un mecanismo de expulsión del Ni. Como se mencionó en los antecedentes 

(sección 1.V.B), en las bacterias es común este mecanismo de resistencia; la expulsión de 

metales tóxicos al exterior de la célula y con respecto al Ni, la bomba de eflujo Co-Ni es de las 

más conocidas (Grass et al., 2000; Kim et al., 2015). En E. gracilis está reportada una bomba 

expulsora de cadmio, que tiene un fenotipo similar a una P-glicoproteína resistente a múltiples 

fármacos (MDR por sus siglas en inglés) y se propone como un mecanismo más de resistencia 

ante la presencia de cadmio (Einicker-Lamas et al., 2003). Lo que deja abierta la posibilidad de 

que en este protista también pudiera existir un transporte de eflujo de Ni; no obstante, hacen falta 

determinaciones en dónde se evalúe directamente el transporte de Ni para corroborar esta 

suposición. 

Por otro lado, al evaluar la susceptibilidad celular en el protocolo de alta densidad, se 

observa una disminución importante tanto del consumo de oxígeno como de la fotosíntesis a partir 

de 500 µM de Ni2+ (Fig. 7), lo cual correlaciona con el trabajo publicado en 2010 por Ahmed y 
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Häder, en el  que se reporta  daño en la fotosíntesis al adicionar Ni en concentraciones similares 

a las añadidas en este trabajo (770-3000µM de Ni2+). En cuánto al contenido de clorofila, en el 

presente trabajo no se observan diferencias en ninguna de las dos condiciones de exposición a 

Ni (500 y 1000 µM, Fig. 8),  lo que sugiere que los daños hacia la fotosíntesis ocasionados por el 

Ni se deben a otro mecanismo que no involucra de forma importante a la biosíntesis de clorofila, 

situación que es contraria a los resultados de Manankina et al.(2003) en dónde se observa un 

aumento del 20 % en el contenido de clorofila con 100 µM de Ni2+ y una disminución del 80 % 

con 1000 µM de Ni2+. Cabe señalar que los daños celulares observados en términos de 

disminución del consumo de oxígeno y de la fotosíntesis, son producto de la exposición al metal, 

ya que la viabilidad y la densidad celular se mantienen constantes en todas las concentraciones 

utilizadas de Ni a las 24 horas de exposición, como se observa en los cursos temporales de 

acumulación (Fig.9). 

 Los resultados de acumulación que se llevaron a cabo utilizando el protocolo de alta 

densidad, confirman que el Ni sí es capaz de acumularse en E. gracilis. Las células expuestas a 

1,000 µM Ni2+ fueron capaces de acumular en promedio: 1362 mg Ni/Kg DW (Tabla 7), si 

comparamos este valor con lo reportado en la literatura con plantas, alcanzaría los niveles en los 

cuales se considera a una planta hiperacumuladora de Ni (<1000 mgNi/ Kg-1 DW) según la 

definición de Jaffré (1976). Sin embargo, es importante señalar que en el ambiente, las 

condiciones naturales están lejos de ser similares a las condiciones experimentales utilizadas en 

este trabajo, por lo que los valores de acumulación del protista estudiado serían más parecidos a 

los obtenidos con el medio Hutner, en dónde existe una interacción simultánea entre distintos 

metales (de la cual se hablará más adelante en el texto). Es por ello, que las plantas adaptadas 

a las altas concentraciones de níquel en suelos serpentinos son los principales organismos 

hiperacumuladores para este metal, con integrantes que son capaces de acumular entre 10,000-

20,000 mg Ni/Kg-1 DW (Kazakou et al., 2010). 

El contraste de los resultados de acumulación de Ni en E. gracilis utilizando medio de 

cultivo Hutner y el protocolo de alta densidad es debido principalmente a la concentración de 

magnesio y en menor grado a la del cobre. Estos resultados correlacionan con datos publicados 

en Chlamydomonas reinhardtii en dónde se ha reportado una disminución significativa en la 

acumulación de Ni en presencia de 100 µM Mg2+ (Worms y Wikilson, 2007)  y de manera similar 

se ha reportado que con concentraciones mayores a 0.5 µM de Cu2+ se reduce la acumulación 

de Ni (Flouty & Khalaf, 2015). Así también, en antecedentes se mencionó que en la levadura S. 

pombe el exceso de Mg2+ en el medido, disminuye 20 veces la acumulación de Ni2+ (Eitinger, 

Degen, Bohnke, & Muller, 2000).  Es muy probable que tanto el cobre como el magnesio esten 

compitiendo en la captación de Ni mediante el uso de los sistemas de transporte de magnesio, 

debido a que se ha demostrado que el Ni entra en las células biológicas a través de los 
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transportadores de magnesio en varios organismos (Chamnongpol & Groisman, 2002; Pane,  

Smith, McGeer, & Wood, 2003). Se ha reportado que el Co2 y Ni2+ se acumulan rápida e 

inespecíficamente a través del sistema de captura de magnesio CorA, conocido como sistema de 

transporte inorgánico de iones metálicos en bacterias Gram negativas como Salmonella 

typhimurium y Escherichia coli (Smith & Maguire, 1995) al igual que en la arquea Methanococcus 

jannaschii (Smith, Gottlieb, Kucharski & Maguire, 1998) y en la levadura S.cerevisiae (MacDiarmid 

& Gardner, 1998) con sus respectivas proteínas homólogas a CorA. 

Respecto al contenido de tioles, al observar que el contenido de Poly-GSH se mantiene 

constante en todas las condiciones tanto a las 24h como a las 72h (a excepción de la condición 

con 50µM Ni2+ a las 24h), consideramos que la cantidad intracelular de GSH no fue suficiente 

para que la fitoquelatina sintasa de E. gracilis (EgPCS) lo tomara como sustrato para favorecer 

la síntesis de PCs. Inclusive, las pozas de GSH no solo no aumentaron, sino que hasta 

disminuyeron de manera significativa en la exposición a 500 y 1000 M Ni2+ a las 72h. Estas 

observaciones concuerdan con reportes en plantas expuestas a Ni, en los cuales no se observa 

una acumulación de estos péptidos en presencia del metal en la planta hiperacumuladora de Ni  

T. goesingense (Freeman et al., 2004) y no se observa un efecto en la acumulación de Ni al 

adicionar BSO (inhibidor de la GCL) en células de la planta Nicotiana tabacum resistentes a Ni 

(Nakazawa, Nakazawa, Kameda, Ito,. Ogita, Michihata & Takenaga, 2004). En estos reportes en 

donde se analizó las síntesis de PCs de forma directa e indirecta, se concluye que los polímeros 

de GSH en cuestión no están involucrados en la tolerancia a Ni. Por lo que, nuestros resultados 

en el presente trabajo sugieren que en E. gracilis las PCs tampoco están involucradas en la 

resistencia a níquel. Sin embargo, hacen falta estudios in vitro con la PCS de E. gracilis que nos 

demuestren si el Ni es o no un buen inductor para la biosíntesis de PCs en este protista, así como 

también  que nos ayuden a  explicar el único aumento del contenido de Poly-GSH en E. gracilis 

expuesta a 50 µM Ni2+ a las 24h. Porque en dado caso de que a esta baja concentración de Ni 

con este primer tiempo de exposición, se active las síntesis de Poly-GSH, más específicamente 

la síntesis de PCs, entonces parecería muy probable que exista un efecto tóxico que inhiba este 

mecanismo de defensa a concentraciones más altas y en mayores tiempos de exposición. Sin 

embargo, para aclarar lo que está ocurriendo se requieren de análisis más profundos que 

determinen si del total de polímeros determinados aumentaron las PCs o algún otro polímero de 

GSH, en las células de E. gracilis expuestas a 50 µM Ni2+ a las 24h.  

Por otro lado, en el estudio de Freeman et al. (2004) se observó que al exponer a 100 µM 

de Ni2+ a la planta hiperacumuladora de Ni Thlaspi goesingense, el contenido de GSH resultó ser 

significativamente más alto que en la especie no acumuladora de Ni A. thaliana. Los autores 

mencionan que esta diferencia se debe a una mayor actividad de la enzima glutatión reductasa 

(GR), la cual se encarga de reducir al glutatión oxidado (GSSG) para que esté disponible en la 
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célula GSH reducido que pueda proteger al organismo del daño por estrés oxidativo ocasionado 

por el metal pesado. De igual manera, también se han encontrado elevadas actividades de las 

enzimas glutatión reductasa y catalasa en la microalga verde Scenedesmus acutus f. alternans 

expuesta a 100µM Ni(NO3)2 (Randhawa, Zhou, Jin, Nalewajko, & Kushner, 2001). Por lo tanto, el 

aumento en la cantidad de GSH con 50 µM de Ni2+ a las 72 h también puede ser parte de un 

mecanismo de resistencia ante bajas concentraciones de Ni, no obstante, hace falta medir la 

actividad de la GR en E. gracilis para correlacionarlo directamente con este fenómeno en plantas 

hiperacumuladoras de níquel. 

La disminución de los metabolitos: Cys, GSH y γEC en las concentraciones de 500 y 1000 

µM Ni2+  a las 72 horas con respecto a las 24h, es probable que se deba a: 1) a la toxicidad del 

metal a tiempos más largos, lo cuál tendría que corroborarse con ensayos de toxicidad a las 72h; 

como lo fueron la determinación de la fotosíntesis y de la producción de oxígeno y del contenido 

de clorofila a las 24h, así como también se podrían medir los niveles de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) o determinar si existen interacciones directas del metal con diversas enzimas; y 

2) al posible fenómeno de expulsión del metal que se observó en el curso temporal de 500 y 1,000 

µM Ni2+ a las 72 horas. En el segundo caso, la disminución de los tioles (Cys, GSH y γEC) podría 

explicarse si el Ni estuviera siendo expulsado de la célula en forma de un complejo con los 

metabolitos con grupos tiol analizados. Esta explicación es posible que ocurra en E. gracilis ya 

que  en diferentes especies de Leishmania se han reportado transportadores tipo ABC que le 

confieren resistencia al metal antimonio al secuestrar conjugados de tiol-antimonio en vesículas 

intracelulares (Rai et al., 2013). Sin embargo, esta hipótesis requiere de un mayor análisis 

experimental en E. gracilis.  

De manera que, consideramos posible la formación de complejos Ni-GSH y su posible 

expulsión de la célula, lo que podría explicar la disminución de este metabolito a las dos 

concentraciones más altas en las 72 h, por lo que podemos concluir que el metabolismo del GSH 

parece sí estar involucrado en la resistencia de E. gracilis a Ni a un tiempo mayor de exposición. 

Por lo que el principal mecanismo sería el que está asociado a la expulsión del metal. No obstante, 

es importante resaltar que la inactivación del metal puede estarse dando de manera conjunta con 

otros metabolitos como la histidina, la nicotinamida, el citrato y el malato, como se ha reportado 

en plantas (Vacchina et al., 2003, Macomber & Hausinger, 2011, Kozhevnikova et al., 2014) o 

también por los polifosfatos, que han sido reportados en E. gracilis ante una exposición a Cd2+ 

(Santiago-Martínez et al., 2015).  

 El presente trabajo de tesis abre el campo a futuras investigaciones para detallar con 

mayor profundidad mecanismos de resistencia hasta ahora poco explorados en E. gracilis: la 

expulsión de Ni y la inhibición/expulsión de tioles en respuesta a altas concentraciones 

intracelulares de Ni. 
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10. CONCLUSIONES 
1) E. gracilis es susceptible a concentraciones ≥ 500 µM de Ni2+, ya que a partir de esta 

concentración se ve afectado su crecimiento celular en medio de cultivo Hutner  y existe 

una disminución en el consumo de oxígeno y en la fotosíntesis en el protocolo de alta 

densidad.  

2) Los efectos tóxicos del Ni en este protista dependen de las concentraciones de magnesio 

y cobre en el medio de exposición.  

3) E. gracilis es capaz de acumular  >1000 mg Ni/Kg-1 DW bajo condiciones in vitro y en 

ausencia de otros metales divalentes. 

4) La acumulación de Ni en E. gracilis se afecta en presencia de concentraciones 

submilimolares de magnesio y de cobre. 

5) Existe un fenómeno que disminuye la cantidad de Ni intracelular dependiendo de los 

niveles acumulados de este metal en la célula. 

6) El contenido de Cys, γEC y GSH correlaciona con la disminución de Ni intracelular. 

7) El metabolismo del GSH muestra una contribución con la resistencia de E. gracilis a Ni 

pero no con su capacidad de acumulación. 

 

11.  PERSPECTIVAS 
- Medir el transporte de Ni en un curso temporal, con el fin de dilucidar si el Ni se externaliza 

de la célula después de las 24 horas en concentraciones ≥ 500 µM Ni2+.  

- Determinar la cantidad de otros metabolitos quelantes de Ni ( Ej: histidina, polifosfatos, 

citrato)  para evaluar su participación en los mecanismos de resitencia a este metal. 

- Evaluar la actividad de enzimas involucradas en mecanismos antioxidantes (Ej: ascorbato 

peroxidasa (APX)), con la finalidad de determinar si el Ni genera un estrés oxidativo en E. 

gracilis. 

- Medir el consumo de oxígeno, la fotosíntesis y el contenido de clorofila a las 72 horas para 

determinar si los efectos tóxicos del Ni pueden llegar a ser más severos. 
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12. APORTE CIENTÍFICO Y ECOLÓGICO.  

 El presente proyecto aporta información acerca de los mecanismos de resistencia y 

acumulación que utiliza el protista fotosintético Euglena gracilis frente a una exposición de Ni2+ 

con el propósito de que los resultados obtenidos se sumen al conocimiento microbiológico y 

bioquímico de este organismo para optimizar proyectos que involucren tratamientos de 

biorremediación de aguas contaminadas con metales pesados. Además, el conocimiento 

generado en esta tesis queda a disposición de toda la comunidad científica que trabaje con otros 

modelos biológicos con fines de remover o recuperar metales pesados. 

 El entendimiento de la biología de un organismo que es capaz de resistir y acumular altas 

concentraciones de un contaminante, permite diseñar estrategias para modificar genéticamente 

al organismo de interés para aumentar su capacidad de degradación, transformación y /o 

remoción. Incluso, esta información también permite optimizar el proceso de bioremoción de 

metales mediante el control de los parámetros fisicoquímicos del medio a remediar. En este 

sentido, es importante conocer tanto las ventajas como las desventajas de los organismos con 

potencial para la biorremediación.  

E. gracilis también puede ser utilizada como un organismo bioindicador de altas 

concentraciones de  metales debido a las respuestas específicas a nivel  fisiológico y metabólico. 

Por lo que la información generada por esta tesis también puede ser aplicada para analizar 

posibles contaminaciones con Ni.  

Sin embargo, la perspectiva más ambiciosa en el área de E. gracilis es su aplicación 

biotecnológica para tratamientos de biorremediación ex situ de aguas contaminadas con Ni y 

otros metales pesados. Es importante resaltar, que el presente trabajo forma parte de una primera 

fase experimental, sin embargo, se pretende llegar a una segunda etapa aplicada. 

El objetivo de este tipo de estudios es el de lograr contrarrestar los daños que está 

ocasionando la contaminación de metales pesados en cuerpos de agua, afectando la calidad de 

vida de los seres vivos que están expuestos a estos elementos directamente o de manera no tan 

directa; a través de la biomagnificación del contaminante, lo que pone en riesgo no solo a la 

población humana, sino también a la biota del planeta en general, ya que todos pertenecemos a 

una red compleja de interacciones ecológicas.  

Las actividades industriales, agrícolas y domésticas suelen perturbar a los ecosistemas, 

hasta un punto en el que se sobrepasa su capacidad de resiliencia,  por lo que es nuestro deber 

ético buscar una pronta solución. Es por ello, que la ciencia juega un papel fundamental frente a 

esta problemática, tanto para demostrar los efectos tóxicos que se desencadenan en los 

organismos, así como al aportar conocimiento y tecnología que mejoren los tratamientos de 

remediación de sitios perturbados, en este caso debido a la contaminación de metales tóxicos. 
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13. MATERIAL SUPLEMENTARIO 

A continuación presentamos un anexo de figuras suplementarias para Materiales y Métodos. 
Todas las fotografías o insertos donde aparecen células de E. gracilis, equipos analíticos o muestras 

celulares  fueron capturadas en el departamento de Bioquímica del INC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.S.1. Cámara de incubación de cultivos 
celulares de E. gracilis. 

Fig. S.3. Conteo celular con la cámara de Neubauer.  
Cuadrantes utilizados (círculos azules) y observación de células a 400x (círculo rojo). 

Fig. S.4. Espectro de Absorción Atómica. 

Fig. S.2.  Matraces en el  agitador con células 
sometidas al Protocolo de Alta Densidad. 
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Fig. S.5. Caja negra con cámara de vidrio y electrodo de oxígeno durante fase de 
iluminación artificial (izq.). Registrador de trazos de consumo oxígeno y fotosíntesis (der.). 

 

Fig. S.6. Extracción de clorofila con acetona  
(Método de Arnon). 

Fig. S.7. Deshidratación de las células 
en horno para medir peso seco. 

Fig. S.8. Cromatógrafo de líquidos de alta resolución (sistema HPLC-Vis). 
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