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Prefacio

PREFACIO

El uso de bioindicadores se ha convertido en una nueva herra-
mienta para evaluar la toxicidad de mezclas complejas de agentes qui-
micos presentes en matrices ambientales o sustratos, complementando
los métodos analiticos utilizados para evaluar el riesgo ecotoxicologico.
Su empleo simplifica en gran medida las actividades de campo y labora-
torio debido a que la aplicacion y cuantificacion de los organismos se
basa en indices de diversidad ajustados a intervalos que califican la
calidad de matrices ambientales y sustratos. Un bioindicador es un or-
ganismo, cuyas reacciones ante las agresiones medioambientales pro-
porcionan informacion sobre los aspectos cualitativos y cuantitativos de
la integridad de un ecosistema. Un buen bioindicador debe tener una
distribucién amplia y cosmopolita ademas de tolerar a los contaminan-
tes en concentraciones similares a las observadas en el medio ambien-
te contaminado, la importancia de éstos recae en su capacidad predicti-
va, la cual es determinada por su sensibilidad, especificidad y la preva-
lencia de la respuesta o asociaciones que demuestre

La inquietud de escribir este libro radica en proporcionar al estu-
diante una vision global del empleo de bioindicadores para evaluar las
alteraciones de la calidad ambiental de suelos y sedimentos a través de
organismos especialmente sensibles como Lithobates berlandieri Baird
y Vicia faba L. Por otro lado, la determinacién de indicadores fisicos,
quimicos y biologicos para valorar la calidad de abonos organicos, es-
pecificamente compostas y lombricompostas que seran aplicadas como
enmiendas organicas a suelos degradados.

La presente obra busca ser de gran utilidad para fortalecer uni-
dades de aprendizaje sustentadas dentro del modelo pedagogico hu-

manista integrador basado en competencias (MHIC), como lo es Toxico-
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logia ambiental, Agroecologia, Ecotoxicologia, Evaluacion de riesgo y

Edafologia, cursos avanzados que oferta la Maestria en Ciencias en
Sistemas del Ambiente, cuya finalidad es preparar a los estudiantes en
la problematica ambiental para abordar un escenario potencialmente
peligroso y al mismo tiempo darles a conocer que es importante evaluar
la calidad de sustratos como los abonos organicos, los cuales son em-
pleados para mejorar las condiciones fisicas, quimicas y biologicas de
los suelos, para incrementar la calidad productiva y mantener su susten-
tabilidad.

Es importante resaltar que cada capitulo fue escrito por especia-
listas en el tema, por tal razén considero que sera de gran utilidad en la

ensefanza e investigacion de estudiantes y docentes.

Dra. Elizabeth Hernandez Acosta
Universidad Autonoma Chapingo
Diciembre de 2014
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CAPITULO 1

Lithqbates berlandieri Baird CQIVIO BIOINDICADOR
GENOTOXICO EN UNA ZONA AGRICOLA DEL MUNICIPIO
DE NATIVITAS, TLAXCALA

Edelmira GARCIA-NIETO?", Norma Alicia SANCHEZ RODRIGUEZ2

"Laboratorio de Toxicologia Ambiental, Centro de Investigacién en Genética y Ambiente,
Universidad Autébnoma de Tlaxcala.
2Licenciatura en Biologia, Facultad de Agrobiologia, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

Palabras clave: bioindicador, genotoxicidad, zona agricola

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el dafio al DNA en anfibios
de la especie Lithobates berlandieri Baird, empleando el ensayo cometa
y la prueba de micronucleos como biomarcadores de genotoxicidad. La
fragmentacion al DNA oscil6é en el intervalo de 87 a 96 % (p = 0.798)
con un DICA de 165 a 271 ua (p = 0.846), sin diferencias significativas
entre hembras y machos. Ambas variables resultaron ser dependientes
del peso, con mayor significancia en la fragmentacion del DNA (r? =
0.6174; p = 0.001) que en el DICA (r>= 0.2216; p = 0.006). La frecuen-
cia de micronucleos oscilé de 2 a 8 MN/1000, sin diferencias significati-
vas entre géneros (p = 0.166) y grupos (p = 0.857). Se aprecia una lige-
ra asociacion negativa pero no significativa (r? = 0.0818; p = 0.125) con
el peso. Ambos biomarcadores sugieren la presencia de agentes geno-
toxicos en la zona agricola de Nativitas. Es importante caracterizar el
riesgo potencial en la biota y en la salud humana a través de la cuantifi-

cacion de plaguicidas en matrices ambientales y biologicas.
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Key words: bioindicator, genotoxicity, agricultural area

ABSTRACT

The aim of present study was to evaluate the DNA damage in amphibian
species Lithobates berlandieri Baird, using Comet assay and micronu-
cleus test as genotoxicity biomarkers. The DNA fragmentation ranged
from 87 - 96 % (p = 0.798) with a DICA value of 165 - 271 ua (p =
0.846), without significant differences between males and females. Both
variables proved to be dependent on weight, a greater significance in
the DNA fragmentation (r> = 0.6174; p=0.001) with respect to the DICA
(r> = 0.2216; p=0.006), was showed. The Micronuclei frequency ranged
from 2 - 8 MN/1000, no significant differences by gender (p = 0.166) and
among groups (p = 0.857) were found. There is a slight negative associ-
ation but not significant (r> = 0.0818; p = 0.125) with the weight. Both
biomarkers suggest the presence of genotoxic agents in the Nativitas
agricultural area. It is important to characterize the potential risk in biota
and human health through the quantification of pesticides in biological

and environmental matrices.

INTRODUCCION

El surgimiento de la agricultura fue un paso clave en el desarro-
llo de la humanidad e implica la transformacién del ambiente, a través
del tratamiento del suelo y produccion de vegetales para satisfacer las
necesidades alimenticias del hombre. Ademas de las implicaciones

economicas, la agricultura exhibe contribuciones en el desarrollo social
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y ambiental como la retencién de carbono y la conservacion del suelo

como habitat para una gran diversidad de organismos (FAO 2009).

Sin embargo, las plagas continian siendo la gran amenaza de
esta actividad, y en el intento por controlarlas se han utilizado distintos
productos quimicos que representan un riesgo potencial en este ecosis-
tema. Estos productos no sdlo eliminan las plagas, sino que afectan
organismos benéficos para el suelo y lo cultivos, lo que se traduce en
un desequilibrio biolégico, ademas del riesgo que representan algunos
de ellos al tener la capacidad de bioacumularse y biomagnificarse en la
cadena tréfica (Waliszewski et al. 2008). Los plaguicidas organoclora-
dos (DDT, HCB, HCHSs), fueron ampliamente utilizados en el siglo pasa-
do y a una década de su prohibicion, siguen encontrandose en el am-
biente debido a su elevada persistencia y uso clandestino (Diaz-Barriga
et al. 2012, Torres-Dosal et al. 2012, Gonzalez et al. 2013, Juarez et al.
2013). En términos generales los plaguicidas de mayor uso son los her-
bicidas, seguidos de insecticidas organofosforados y fungicidas (Albert
2005).

En México se reconoce al agua como un recurso estratégico y
un tema de seguridad nacional. Este recurso se ha convertido en un
elemento central de la politica ambiental y un factor clave en el desarro-
llo social y econdmico. Su disponibilidad condiciona la posibilidad de
desarrollo de algunas regiones del pais y su calidad es factor determi-
nante para la salud y bienestar de la poblaciéon (FAO 2009). El empleo
de agua contaminada para el riego de cultivos representa un resigo po-
tencial para la biota nativa, incluyendo al hombre como ultimo eslabén
de la cadena tréfica (Juarez et al. 2013).

El estado de Tlaxcala se ubica en la provincia del eje neovolca-

nico y en la subprovincia de los lagos y volcanes del Anahuac, la altitud

Tnvestigaciones meltidiseiplinarias: Bioindicadones 15
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en el territorio tlaxcalteca oscila desde los 2 150 hasta 4 461 msnm con

mayor altitud en la cima del volcan “La Malintzi” y con menor altitud en
la exhacienda de Santa Agueda en el municipio de Nativitas. El Estado
cuenta con una superficie total de 402 450 ha de las cuales mas del
58.4 % (235 099 ha) se dedican a la agricultura, de éstas 212 921 ha
son de temporal y 22 178 ha corresponden a la agricultura de riego
(SAGARPA 2012).

En gran parte del territorio el agua empleada para riego proviene
del sistema hidrolégico Zahupan-Atoyac, en el cual se ha registrado
contaminacién por plomo y arsénico (Garcia-Nieto et al. 2011) y com-
puestos organicos persistentes, como hexaclorobenceno, bifenilos poli-
clorados, DDT, alfa, beta y gamma hexaclorociclohexano (Juarez-
Santacruz et al. 2013).

Los principales cultivos que se siembran en el Estado son: maiz,
cebada, trigo, frijol, avena, canola, papa y amaranto. La producciéon de
maiz en punta de riego asciende alrededor de 25 000 ha, ubicadas en la
zona sur de la entidad en los municipios de Ixtacuixtla, Tepetitla, Nativi-
tas, Zacatelco, Panotla, Tlaxcala, Totolac, Tetlatlahuca, Tepeyanco,
Xicohtzinco y Santa Apolonia Teacalco (SAGARPA 2012). En el munici-
pio de Nativitas la superficie sembrada para el 2011 fue de 4 168 ha (2
310 ha de temporal y 1 858 ha de riego), de las cuales 2 554 ha corres-
pondieron a maiz, (INEGI 2011).

De acuerdo al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), los principales fertilizantes que se em-
plean en el territorio tlaxcalteca son el sulfato de amonio, superfosfato
de calcio triple, cloruro de potasio y urea. Asimismo, se aplican diversos
agentes quimicos para controlar la maleza, tal es el caso de los herbici-

das fenoxicarboxilicos (Esterdn); sulfonilureas (Harmony, Amber); ben-
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zotiadizoles (Basagran); benzoicos (Banvel); dinitroanilinas (Treflan);

fenilureas (Afalon); arilo-xifenoxipropionatos (Fusilade, Topik); ci-
clohexanodionas (Grasp) y difeniléteres (Flex). Ademas, para el control
de plagas se reporta el uso de agentes quimicos pertenecientes al gru-
po de los organosfosforados (Malatién, Diazindbn, Tamarén, Lorsban,
Rogor, Folimat, Perfektion y Nuvacron); carbamatos (Sevin, Pirimor);
piretrinas (Arrivo); triazoles (Folicur) e imidazoles (Sportak) (SAGARPA
2012). Los anfibios son el unico grupo de vertebrados que poseen una
fase de vida acuatica (larvaria) y otra terrestre, que los hace sensibles a
las alteraciones en ambos medios, ocupan una posicion clave en la ca-
dena tréfica, y se consideran bioindicadores del medio natural que habi-
tan. La piel de los anfibios es lisa, permeable y constituye un importante
organo en el balance hidrico, osmotico e incluso respiratorio en algunas
especies. Esta piel es vulnerable a los productos quimicos presentes en
el agua y en el suelo, como los plaguicidas. La exposicion a estos con-
taminantes pueden producir efectos subletales como alteraciones con-
ductuales o de desarrollo, alteraciones de la pigmentacion, deformida-
des e incluso la muerte (Denoél et al. 2013, Wagner et al. 2014). En
muchos casos, se produce la acumulacion de sustancias quimicas en
diversos 6rganos o tejidos y se producen alteraciones funcionales o
fisioldgicas que pueden provocar dafios en los individuos (Gahl et al.
2011, Groner y Relyea 2011, Baker et al. 2013, Smalling et al. 2015).
Un bioindicador es un organismo o comunidad de organismos,
cuyas reacciones ante las agresiones medioambientales son registra-
das y proporcionan informacion sobre los aspectos cualitativos y cuanti-
tativos de la salud o integridad de un ecosistema. Estos organismos
reflejan el estado bidtico y abidtico de un ambiente y representan el im-

pacto de cambios ambientales sobre un habitat, comunidad o ecosiste-
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ma o es indicativo de la diversidad de un subgrupo de taxa o de la di-

versidad completa dentro de un area. Un buen bioindicador debe tener
una distribuciéon amplia y cosmopolita, para propositos de comparacion
internacional.

En cuanto a caracteristicas ecoldgicas se requiere que se en-
cuentre en abundancia y que esté disperso en cierto tipo de ambiente,
ser especifico y de movilidad restringida para reflejar las condiciones
locales, tener un tamano que permita el estudio de los diferentes tejidos
y sus componentes, tolerar los contaminantes en concentraciones simi-
lares a las observadas en el medio ambiente contaminado, sin efectos
letales (Lazorchak et al. 2002, Gerhardt 2010).

La importancia de utilizar un bioindicador recae en su capacidad
predictiva, la cual es determinada por su sensibilidad, especificidad y la
prevalencia de la respuesta o asociaciones que demuestre. La rana
leopardo (Lithobates berlandieri Baird), es un excelente bioindicador de
la zona agricola de este trabajo. Se distribuye por EE.UU.AA (Texas y
Nuevo México) hasta el centro de México, siendo nativa en Belice, Gua-
temala, Honduras, México y Nicaragua. Presenta un ciclo de vida que
empieza en el agua, después de la fecundacion, el huevo empieza su
desarrollo de embrién a larva, la cual presenta branquias externas que
permanecen con la abertura del sifon lateral, posibilitando la respiracion.
Posteriormente, se transforma en renacuajo, el cual por el proceso de
metamorfosis se convierte en rana, y asi sobrevive en el ambiente te-
rrestre, alcanzando la maduracion sexual entre los 3 y 4 afios y una
longitud de 6 a 11 cm. En invierno hiberna en charcos o zanjas con
agua de movimiento lento. La especie se caracteriza por su color palido
verde o marron grisaceo, presenta puntos dorsales oscuros con borde

ligero y reticulaciones oscuras en sus muslos. Se distingue una raya
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ligera a lo largo de la quijada que desaparece totalmente delante del ojo

(Hillis et al. 1983, Behler y King 1992, Stebbins 2003).

Ademas de los efectos mencionados anteriormente, los agro-

quimicos son potencialmente genotéxicos para los anfibios (Poletta et
al. 2009, Lajmanovich et al. 2014). Son numerosos los ensayos que se
emplean con diversos bioindicadores para evaluar el daino al DNA de
una sustancia quimica o matriz ambiental. Entre los mas utilizados es-
tan el intercambio de cromatidas hermanas, las aberraciones cromoso-
micas, la electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa) y la prueba de
micronucleos (MN). El ensayo cometa evalua el dafio al DNA de células
individuales, se utiliza ampliamente en el biomonitoreo ecotoxicoldgico y
ambiental para evaluar el potencial genotdxico de suelos, sedimentos y
agua en diversos entornos, en los cuales se emplean organismos tanto
animales como vegetales (Salagovic et al. 1996, Avishai et al. 2002,
Jasso et al. 2007, Dhawan et al. 2009, Lacaze et al. 2010. Pérez-
Iglesias et al. 2014).

El ensayo de MN, es un biomarcador que evalua el dafio a nivel
cromosomico. Se ha aplicado en estudios ecotoxicologicos empleando
diversas especies de vegetales (Juarez-Santacruz et al. 2013) y anima-
les silvestres o cultivados en el laboratorio (Garcia-Nieto et al. 2014),
expuestas a agentes clastogenicos y aneugénicos. Un MN se origina a
partir de fragmentos de cromosomas acéntricos y/o de cromosomas
enteros retardados que no se incorporan al nucleo de la nueva célula.
Un segundo origen son los fragmentos inducidos por rompimiento de
puentes durante la etapa de anafase.

Finalmente, los MN se forman en la telofase donde una envoltu-
ra nuclear envuelve a los fragmentos o cromosomas no incorporados

que quedaron incluidos en el citoplasma de las células hijas y se trans-
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forman en nucleos secundarios, de forma redonda o almendrada, mu-

cho mas pequefos que los nucleos verdaderos (Terradas et al. 2010).
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el dafio al DNA en

Lithobates berlandieri Baird, bioindicador de la zona agricola del muni-

cipio de Nativitas, empleando el ensayo cometa y la prueba de micronu-

cleos como biomarcadores de genotoxicidad.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se localiza en la zona agricola de San Miguel del Milagro en el
municipio de Nativitas ubicado en el altiplano central mexicano a 2 200
msnm entre los 19°14’ latitud norte y 98°19’ longitud oeste al sur del
estado de Tlaxcala (Fig. 1). La actividad agricola se orienta basicamen-
te a la produccion de maiz, avena, frijol y alfalfa con una superficie culti-
vada de 4 168 ha de las cuales 1 858 son de riego (INEGI 2011). Los
recursos hidrograficos de Nativitas comprenden a los rios Atoyac vy
Zahuapan con un recorrido aproximado de 10.5 km al poniente y 5 km

al oriente del municipio, respectivamente.

Captura de organismos

La captura de las ranas se llevo a cabo en la época de lluvia du-
rante los meses de septiembre y octubre de 2009. Se recolectaron un
total de 33 organismos empleando redes elaboradas con tela tipo malla
(tul), se trasladaron en una cubeta cubierta con malla al laboratorio de
Toxicologia Ambiental del CIGyA. Se separaron hembras y machos, se
obtuvo el peso y la talla, finalmente se clasificaron taxonémicamente

como Lithobates berlandieri Baird (Fig. 1).
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Obtencién de sangre

Los eritrocitos de los anfibios tienen nucleo y por su abundancia
(36 000 a 60 000 eritrocitos/ml) solo se necesita una pequefia cantidad
de sangre para medir el daino al DNA. Dentro de las dos horas posterio-
res a la captura se extrajo entre 200 a 500 yl de sangre por puncion
cardiaca empleando una jeringa de insulina y tubos Eppendorf previa-
mente heparinizados. Se prepararon las laminillas correspondientes a
cada ensayo. Los especimenes se agruparon por sexo (hembras n =
18; machos n = 15) y gramaje (G1<59g,n=10;G2de 5a10g,n=13;
G3>10g,n=10).

Latitud Norte Longitud Oeste

Sitio1  19°16'38.42” 98°20'23.26”
Nativitas Lithobates berlandieri Baird | Sito2 19°16'40.51” 98°2037.69”

Fig. 1. Localizacion georeferenciada del area de captura de Lithobates berlandieri Baird
en la localidad de San Miguel del Milagro, Nativitas, Tlaxcala

Electroforesis unicelular en gel

Para el ensayo cometa se utilizo la version alcalina descrita por
Sing et al. (1988). Sobre laminillas, previamente preparadas con agaro-
sa regular, se extendié 75 ul de una mezcla de agarosa de bajo punto

de fusion al 0.5 % (225 ul) y sangre (10 pl de una dilucidon 1:30 en aga-
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rosa), permitiendo la solidificacion a 4 °C durante 5 min. El DNA se libe-

ré del nucleo por inmersion de las laminillas en una solucion de lisis
(NaCl 2.5 mM, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton 1 % y DMSO 10 %)
durante 24 h a 4 °C. El desenrollamiento del DNA se llevé a cabo bajo
condiciones de obscuridad colocando las laminillas en una solucion de
NaOH 300 mM y Na:EDTA 10 mM (pH 13) durante 20 min, posterior-
mente se sometieron a una electroforesis a 300 mA y 25 V durante 20
min. Las laminillas se lavaron dos veces con buffer de neutralizacion
(0.4 M Tris-base, pH 7.5) y se fijaron con alcohol metilico absoluto.

La migracion de los fragmentos de DNA se analizé con un mi-
croscopio de epifluorescencia (LEICA DM 2000) equipado con lampara
de mercurio (OSRAM HBO® 100/2 watts, Germany) y filtro de excita-
cion (450-490 nm). Las laminillas se analizaron a doble ciego y siempre
por el mismo investigador, utilizando como fluorocromo el bromuro de
etidio (0.02 mg/ml). Se contabilizaron un total de 100 moléculas de DNA
por cada rana y se clasificaron en una escala de 0 a 3 de acuerdo al
tamano de la cauda o nivel de dafno, el diametro aproximado de la ca-
beza es de 20 ym: clase 0, sin cauda; clase 1, con una cauda menor al
diametro de la cabeza (< 20 um); clase 2, longitud de la cauda entre
uno y dos veces el diametro de la cabeza (20 a 40 ym); clase 3, con
una longitud caudal mayor al doble del diametro de la cabeza (> 40 um)
(Miyaji et al. 2004). Los cometas sin cabeza o nucleo visible fueron cla-
sificados como “nubes” y no fueron contabilizados debido a que estan
asociados a células muertas (Hartmann y Speit 1997). El indice de dafio
para el ensayo cometa (Damage Index Comet Assay = DICA) se obtuvo
al sumar el producto del numero de moléculas en cada clase (n0, n1, n2
y n3) por el valor de la clase (0, 1, 2 y 3), asi el DICA oscil6 entre 0 a

300 unidades arbitrarias (ua), de acuerdo a la siguiente férmula:
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DICA=(0 xn0) +(1xnl1)+(2 xn2)+ (3 xn3)

Ensayo de micronucleos

Para el ensayo de micronucleos (MN), se prepar6 un delgado y
uniforme frotis de sangre (5 ul) sobre laminillas previamente lavadas
con metanol. Las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente.
Las células se fijaron por inmersion de las laminillas en frascos Coplin,
los cuales contenian una solucién de metanol: acido acético (3:1) duran-
te 30 min y se tifieron con el colorante Giemsa (5 % Giemsa en PBS pH
6.7) por 5 min. El analisis al microscopio se realiz6é por el mismo investi-
gador y a doble ciego utilizando un microscopio de luz 6ptico (marca
Leica DM 2000, lente de inmersion 100/1.25). Se contabilizaron 1000
células eritrociticas en interfase por cada espécimen, y se registraron
los eritrocitos con micronucleos, empleando los criterios establecidos
por Fenech et al. (2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los especimenes se agruparon por gramaje con medias aritmé-
ticas [3.2+1.1g(G1),7.7£1.3 g (G2)y 18.3 £ 5.5 g (G3)] estadistica-
mente significativas (p < 0.05) entre grupos. La comparacién entre
hembras y machos del mismo grupo no mostré diferencias significativas
(Cuadro I). En la Fig. 2 se aprecian las moléculas de DNA fragmenta-
das formando una imagen parecida a un cometa. El diametro de la ca-
beza presenta un intervalo de 15 a 20 ym. La categoria 3 equivale a
una longitud caudal superior a 40 um (mayor al doble del diametro de la
cabeza). EL promedio de moléculas en la categoria 3 fue del 51.1 £ 7.8
% (G1), 32.8+ 3.9 % (G2) y 32.8 £ 3.9 % (G3).
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CUADRO |. ESPECIMENES DE Lithobates berlandieri Baird RECOLECTA-
DOS EN UNA ZONA AGRICOLA: SEXADOS Y AGRUPADOS
DE ACUERDO AL PESO

G1 (< 59) G2 (5a10g) G3 (>10q)
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
1.6 2.7 5.6 6.0 12.9 10.6
1.7 4.0 7.3 6.3 13.3 14.8
2.3 4.7 75 6.7 16.6 21.0
3.0 7.6 8.2 20.7 21.7
3.5 94 8.4 25.6 26.2

4.0 9.6 8.6
4.1 9.5
29+10° 38+£1.0° 78+15b 7.7+13°0 178+54¢c 189+6.1¢
(n=7) (n=3) (n=0) (n=7) (n=9) (n=29)

Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas por género con la prueba T
de Student: 2G1 p = 0.236, °G2 p=0.839, °G3 p = 0.783

Fig 2. Fragmentacion del DNA en eritrocitos de Lithobates berlandieri Baird

Los resultados del ensayo cometa indican que no hay diferen-
cias significativas entre hembras (92.8 £ 2.5 %; 204.4 + 21.8 ua) y ma-
chos (92.6 + 2.9 %; 206.2 + 31.2 ua), empleando el porcentaje de frag-
mentacién al DNA (Fig. 3) y el DICA (Fig. 4).
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Fig 3. Fragmentacion del DNA en Fig 4. indice de dafio al DNA por el
eritrocitos de Lithobates ber- ensayo cometa en eritrocitos
landieri Baird. Letras iguales de Lithobates berlandieri Baird.
indican que no hubo diferen- Letras iguales indican que no
cias significativas entre los hubo diferencias significativas
grupos analizados con la entre los grupos analizados
prueba T de Student p < 0.05. con la prueba T de Student p <

0.05.

Sin embargo, los especimenes de mayor peso (G3) presentaron
un porcentaje de moléculas con fragmentacion del DNA menor (89.8 +
1.8 %) con respecto a los grupos G1 (94.3 £ 1.6 %) y G2 (93.8 £ 1.9 %)
(Fig. 5).

El valor del DICA fue menor en el grupo G3 (186.2 £ 7.2 ua) que
en el G1 (222.1 £+ 14.0 ua) (Fig. 6). El porcentaje de fragmentacion del
DNA vy el valor del DICA resultaron ser variables dependientes del peso
de los especimenes, a mayor peso menor dafio al DNA. El coeficiente
de determinacion en la Fig. 7 indica que el 61.74 % de la fragmentacion
del DNA se asocia negativamente con el peso de los especimenes de
manera significativa (p = 0.001).

El 22.16 % del dafio al DNA medido con la variable DICA pre-
senta una asociacion negativa y significativa (p = 0.006) con el peso de
los especimenes (Fig. 8).
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Fig 5. Fragmentacion al DNA entre los  Fig 6. indice de dafio al DNA por el

tres grupos de Lithobates ber- ensayo cometa en Lithobates

landieri Baird agrupados por berlandieri Baird agrupados

peso. Letras diferentes repre- por peso. Letras diferentes re-

sentan  diferencias  signifi- presentan diferencias  sig-

cativas entre grupos analizados nificativas entre grupos anali-

por ANOVA y Tukey p < 0.05. zados por ANOVA y Tukey p <
0.05.

El porcentaje de dafio al DNA en Lithobates berlandier Baird del
presente estudio es comparable a la genotoxicidad reportada en larvas
de Rana nigronaculata Hallowell (92 %) expuestas a 0.5 mg/L de imida-
cloprid durante 7 dias (Feng et al. 2004).

Mientras que las larvas de Hypsiboas pulchellus expuestas a
concentraciones de 37.5 y 45 mg/L de imidacloprid durante 96 h, resul-
taron ser menos sensibles con una fragmentacién al DNA de 61.6 %
(Pérez-lglesias et al. 2014) y 51.3 % (Ruiz de Arcaute et al. 2014), res-
pectivamente.

Por su parte, el sapo Bufo bufo gargarizans expuesto a 0.32
mg/L del plaguicida clorpirifos presenté dafio al DNA evaluado por el
ensayo cometa, el cual es comparable al encontrado en la rana leopar-
do del presente estudio con una longitud caudal de 87.1 £ 7.1 ym (Yin
et al. 2009).
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Fig 7. Regresion lineal entre el porcen-

Fig 9.

taje de moléculas con fragmen-
tacion al DNA y el peso de los
especimenes de Lithobates
berlandieri Baird. Correlacion
de Pearson p < 0.05.

Células eritrociticas nucleadas
de Lithobates berlandieri Baird.
La flecha muestra la presencia
de un micronucleo.

Fig 8. Regresion lineal entre el indice
de dafio al DNA por el ensayo
cometa y el peso de los espe-
cimenes de Lithobates berlan-
dieri Baird. Correlacion de
Pearson p < 0.05.
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Fig 10. Frecuencia de micronucleos en
eritrocitos de Lithobates ber-
landieri Baird analizados por
género. Letras iguales indican
que no hubo diferencias signi-
ficativas entre los grupos ana-
lizados con la prueba T de
Student p < 0.05.
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En la Fig. 9 se aprecia la naturaleza ovalada de los eritrocitos de

la rana Lithobates berlandieri Baird con nucleo en forma oval y centra-
do, claramente estructurado y tefiido lo cual facilita la identificacion de
fragmentos en el citoplasma como los micronucleos. El intervalo de la
frecuencia de micronucleos oscilo de 2 a 8 MN/1000, sin diferencias
significativas entre hembras (4.8 £ 1.7 MN/1000) y machos (4.0 £+ 1.4
MN/1000) como se indica en la Fig. 10.

Al comparar esta variable entre grupos G1 (4.6 £ 2.0), G2 (4.4
1.3) y G3 (4.2 £ 1.6) tampoco se encontraron diferencias (Fig. 11). En la
Fig. 12 se observa una ligera tendencia de mayor frecuencia de MN en
los especimenes de menor peso, sin embargo la asociacidon es muy
débil (r> = 8.2 %) y la correlacion de Pearson no fue significativa (p =
0.125).
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Fig 11. Frecuencia de micronucleos Fig 12. Regresion lineal entre la fre-
entre los tres grupos de Litho- cuencia de micronucleos en
bates berlandieri Baird agru- eritrocitos y el peso de los es-
pados por peso. Letras diferen- pecimenes de Lithobates ber-
tes representan diferencias landieri Baird. Correlacion de
significativas entre grupos ana- Pearson p < 0.05.
lizados por ANOVA y Tukey p<
0.05.
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La frecuencia de micronucleos (4.4 £ 1.6 MN/1000) observada

en Lithobates berlandieri Baird fue similar a la reportada por Pérez-
Iglesias et al. (2014) en larvas de la especie Hypsiboas pulchellus (5.4 +
1.3 MN/1000) expuestas a 37.5 mg/L (96 h) de imidacloprid, y por Ruiz
de Arcaute et al. (2014) en la misma especie (4.2 + 1.6 MN/1000), a una
concentracion de 45 mg/L de este plaguicida.

La magnitud del dafio también es comparable a los resultados
en la Rana nigromaculata Hallowell (3.8 + 0.8 MN/1000) (Feng et al.,
2004) expuesta a 32 mg/L (168 h) de imidacloprid, y a lo reportado en
Rana limnocharis (5.9 £ 1.3 MN/1000) expuesta a 400 pg/L de arsénico
durante 96 h (Singha et al. 2014).

La frecuencia de micronucleos en las ranas, arriba mencionadas,
fue inferior a la reportada en sapos Bufo bufo gargarizans (11.7 = 0.7
MN/1000) expuestos a 0.32 mg/L de clorpirifos durante 96 h (Yin et al.
2009), y a Bufo raddei (8.2 + 0.2 MN/1000) expuestos a contaminantes
petroquimicos de la region del rio Yellow al norte de China (Huang et al.
2014).

Ambos biomarcadores de genotoxicidad sugieren la presencia
de agentes capaces de dafar el DNA a nivel cromosdémico y molecular
en la zona agricola de Nativitas, en el estado de Tlaxcala. Lithobates
berlandieri Baird resultd ser un excelente bioindicador con una mayor
sensibilidad en las ranas de menor peso.

Estos resultados proponen continuar las investigaciones en las
zonas agricolas del municipio de Nativitas y en otras areas del Estado,
a través de la cuantificacién de diversos plaguicidas en matrices am-
bientales y bioldgicas, con el fin de caracterizar el riesgo potencial en la
biota y en la poblacion humana, siendo el hombre el ultimo receptor en

la cadena trofica.
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CAPITULO 2

Vicia faba COMO BIOINDICADOR GENOTQXICO DE SEDIMENTOS
SUPERFICIALES DE RIOS

Libertad JUAREZ-SANTACRUZ', Yury XELHUANTZI MENDOZA?

'Laboratorio de Toxicologia Ambiental, Centro de Investigacion en Genética y Ambiente,
Universidad Autonoma de Tlaxcala.

2Ingenieria Quimica, Facultad de Ciencias Basicas, Ingenieria y Tecnologia, Universidad
Autonoma de Tlaxcala.

Palabras clave: Vicia faba, aberraciones cromosomicas, contaminacion

RESUMEN

El presente estudio evalla la genotoxicidad de extractos acidos de se-
dimentos recolectados en cinco puntos del Sistema Hidrolégico Zahua-
pan-Atoyac (Tlaxco, El Ojito, Apizaco, Tepetitla y Papalotla). Se utilizd
Vicia faba como sistema de prueba y las aberraciones cromosoémicas e
indice mitético como marcador de dafo. En todos los extractos el por-
centaje de indice mitotico disminuyd después de 4 h de exposicion y 18
y 44 h de recuperacion presentando valores estadisticamente significa-
tivos (11.2 £ 6.2 y 13.9 £ 0.2) comparados con el testigo negativo (17.9
+ 2.1). La frecuencia de células en anafase con aberraciones cromoso-
micas como puentes, fragmentos y cromosomas con centromero inacti-
vado se incrementaron en ambos tiempos de recuperacion, con valores
estadisticamente diferentes comparados con el testigo negativo, los
resultados demuestran la presencia en los sedimentos de compuestos

con capacidad cito y genotoxica.

Key words: Vicia faba, cromosome aberrations, contamination
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ABSTRACT

This study evaluates the genotoxicity of acid extracts of sediments col-
lected at five points of Hydrological System Zahuapan-Atoyac (Tlaxco,
Ojito, Apizaco, Tepetitla and Papalotla). Vicia faba was used as system
test and chromosome aberrations and mitotic index as marker of dam-
age. In all extracts the percentage of mitotic index decreased after 4 h of
exposure and 18 and 44 h of recovery showing statistically significant
values (11.2 £ 6.2 and 13.9 £ 0.2) compared with the negative control
(17.9 £ 2.1). The frequency of cells in anaphase with chromosomal aber-
rations such as bridges, fragments and chromosomes inactivated cen-
tromere increased in both recovery times, with statistically different val-
ues compared to the negative control, the results demonstrate the pres-

ence in the sediments of compounds with capacity cito and genotoxic.

INTRODUCCION

Los rios y arroyos de México constituyen una red hidrografica de
633 000 km de longitud, por los cauces de los 50 rios principales fluye el
87 % del escurrimiento superficial del pais (CONAGUA 2013). Desde
afios remotos el agua de los rios es utilizada para realizar diversas acti-
vidades, dejando a su paso una gran cantidad de contaminantes deriva-
dos de los productos quimicos indispensables en los procesos de pro-
duccion de las empresas instaladas en las orillas de los rio, y del au-
mento de la poblacién que usa el rio para verter sus desechos (Monsi-
vais y Rueda 2012).

El rio Zahuapan principal corriente superficial del estado de

Tlaxcala cruza de forma directa, por 25 de los 60 municipios y, de forma
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indirecta 20 realizan descargas de aguas residuales sin tratamiento pre-

vio y sin ningun tipo de control (PADHPOT 2012). Las principales fuen-
tes de contaminacién son descargas de aguas residuales domeésticas,
publicas e industriales, asi como de residuos sélidos (CONAGUA 2013).

Por su parte el rio Atoyac recibe descargas de aguas residuales
industriales provenientes de los corredores industriales Quetzalcéatl,
Ixtacuixtla y Huejotzingo; asi como del Complejo Petroquimico Indepen-
dencia y de diversas empresas de maquila de mezclilla, ademas de
agua residual doméstica y de escurrimientos que contienen agroquimi-
cos provenientes de las areas agricolas (Monsivais y Rueda 2012).

Esto significa que tanto el rio Zahuapan como el Atoyac trans-
portan aguas residuales sin tratamiento previo con diversas sustancias
entre ellas cloroformo, cloruro de metileno, detergentes, metales pesa-
dos, sélidos suspendidos y asi como una gran cantidad de materia or-
ganica, provocando altos grados de contaminacion ambiental y degra-
dacion ecoldgica (PADHPOT 2012), lo cual repercute de forma directa a
la biodiversidad de los rios, e indirectamente a las comunidades cerca-
nas aledafias que utilizan el agua del rio para actividades de riego y
para ganaderia (Monsivais y Rueda 2012).

Por su parte los sedimentos han sido ampliamente utilizados
como indicadores de contaminacion ambiental de los ecosistemas acua-
ticos, debido a que constituyen el mas grande y estable depdsito de
contaminantes tanto organicos como inorganicos. Un sedimento se de-
fine como un depdsito en forma de conos de origen detritico, quimico u
organico, fruto de la meteorizacion de las rocas, de precipitacion de
elementos disueltos en el agua o de la acumulacién de materia organi-
ca, los sedimentos arcillo-limosos y con alto contenido de materia orga-

nica presentan una elevada retencion de una variada gama de contami-
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nantes (Doménech y Peral 2006). El continuo aporte de vertidos a los

rios incrementa el aporte de metales pesados en agua y sedimentos
(Garcia-Nieto et al. 2011), asi como de compuestos organicos persis-
tentes como DDT y bifenilos policlorados (PCBs) entre otros (Juarez-
Santacruz et al. 2013).

Muchas sustancias que contaminan el aire, el agua o el suelo
ejercen un efecto sobre los seres vivos, algunas de ellas producen alte-
racion en los genes, lo que puede producir efectos mutagénicos lo cual
implica la necesidad de evaluar genotdéxicamente estos compuestos.

Los ensayos con plantas como Vicia faba se han integrado como
un componente de genotoxicidad en evaluacion de riesgos para la de-
teccion de mutagenos ambientales debido a que son simples, rapidos,
baratos, eficientes y confiables (Grant 1982, Patlolla et al. 2012, Sta et
al. 2012). El ensayo con células meristematicas de la raiz de V. faba ha
sido pionero en estudios citogenéticos de agentes fisicos y quimicos
desde los afos '30s (Patlolla et al. 2012, Sta et al. 2012), debido a que
tiene pocos cromosomas (2n = 12), ciclo celular corto (20 h) y alto pro-
porcion de células en division, por lo que es adecuado para evaluar da-
Ao al DNA.

Entre los biomarcadores de exposicion medidos en diversas
plantas se encuentran las aberraciones cromosomicas (AC) segun
USEPA Gene-Tox Program. La frecuencia de AC en los apices de V.
faba utilizado como indicadores de genotoxicidad (Grant 1982; Patlolla
et al. 2012), es un bioensayo validado por el Programa Internacional
sobre Seguridad Quimica (IPCS, OMS) y el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) como una prueba estandar y
eficiente para la investigacion quimica y evaluacion in situ de la genoto-

xicidad de sustancias contaminantes (Grant 1982).
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El ensayo de AC detecta cambios en la estructura de los cromo-

somas, que son visibles al microscopio 6ptico. Estos cambios corres-
ponden a roturas y reordenaciones dentro de un cromosoma o entre
cromosomas diferentes. Estas reorganizaciones son producidas sobre
todo por aquellas sustancias que rompen directamente la cadena de
DNA (radiaciones ionizantes) o que distorsionan la doble hélice de DNA
(agentes intercalantes).

Las AC se han estudiado durante muchos afos, varios modelos
fueron desarrollados para explicar su origen, la mayoria de las teorias
sobre su mecanismo de formacion implican los conceptos de clastoge-
nos los cuales actuan directamente sobre el DNA para producir roturas
de la cadena, y, posteriormente, la supervivencia de estas roturas o mal
reparaciones de ellos a través de la metafase o anafase cuando apare-
cen como fracturas cromosomicas o translocaciones (Bignold 2009).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad genoto-
xica de extractos acidos de sedimentos del sistema hidrologico Zahua-
pan-Atoyac (SH:Z-A), empleando el ensayo de aberraciones cromoso-

micas en células en anafase de V. faba como bioindicador.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Los sitios de estudio se determinaron con base en estudios prelimi-
nares realizados en el Sistema Hidrolégico Zahuapan-Atoyac (SH:Z-A)
(Fig. 1), los cuales se describen a continuacion.
1. Tlaxco (TLA). Representa el nacimiento del rio Zahuapan en la
sierra del Pefidn, del municipio de Tlaxco, antes de ser impacta-

do por descargas municipales e industriales de este municipio,

Tnvestigaciones meltidiseiplinarias: Bioindicadones 37



Judrey Santacray £ ¢ Nelhuantyi-Mendosa Y

sitio inicial de muestreo del sistema hidrologico Zahuapan-

Atoyac.

. Manantial el Ojito (OJI). Se encuentra localizado pendiente

arriba del cauce del Zahuapan, su evaluacion es importante de-
bido a que el agua se utiliza para abastecer a las comunidades

de San Bartolo y Apizaquito.

. Apizaco (API). Este sitio recibe descargas provenientes de la

ciudad industrial Xicothéncatl.

. Tepetitla-Atoyac (TEP). El rio Atoyac se origina en el estado de

Puebla, recibe descargas de origen doméstico e industrial.

. Papalotla (PAP). En la comunidad de San Buenaventura, perte-

neciente al municipio de Papalotla, ya se han unido las corrien-
tes de los rios Atoyac y Zahuapan y muy probablemente se han
incrementado y/o diversificado los posibles contaminantes verti-

dos a lo largo de ambos cauces.

Rio Zahuapan
— =~ Rio Atoyac

<k Puntos de muestreo

Fig. 1. Mapa de ubicacién de puntos de muestreo en el sistema hidrolégico Zahuapan-

Atoyac
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Muestreo de sedimento

En recipientes de polietileno se recolecté sedimento superficial con una
espatula de plastico en la orilla del cauce en cada uno de los sitios se-
leccionados, se colocaron en una hielera para su traslado al laboratorio
en donde se secaron en una estufa a 37° C por 48 h. Las muestras se
homogenizaron utilizando un tamiz con malla de 600 pm y se guardaron

en refrigeracion hasta su uso.

Obtencion de extractos acidos

Se pesd 1g de sedimento de cada sitio, cada uno se coloco en
un vaso de precipitados, se anadieron 10 ml de acido nitrico (HNO3) y
0.5 ml de acido perclérico y se taparon con vidrios de reloj. En una
campana de extraccion los vasos se colocaron sobre una parrilla de
calentamiento, cuidando que la temperatura no sobrepasara los 80 °C.
Se mantuvieron de esta forma hasta que el acido se redujo a aproxima-
damente 3 ml posteriormente se quito el vidrio de reloj y se continud la
evaporacion hasta un volumen de 0.5 ml. Cada extracto se resuspendio
con 25 ml de HNOs al 0.2 % y se filtré con papel filtro Whatman No.1, se

guardaron en refrigeracion hasta su uso.

Evaluacion genotoxica de extractos

Semillas de V. faba se lavaron en agua corriente y se dejaron en
imbibicion por 24 h, posteriormente se germinaron entre dos capas de
algodén humedecido con agua destilada. Al aparecer la radicula, se
removio la testa y al medir la raiz principal de 2 a 3 cm previamente a
los tratamientos, se elimind la cofia.

Los extractos acidos de los sedimentos se diluyeron al 50 % con

agua destilada y se colocaron en cristalizadores, 8 raices se sumergie-
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ron en cada uno durante 4 h. Al mismo tiempo se colocé un testigo ne-

gativo (TN) con agua destilada y un testigo vehiculo (TV) con HNO3 al
0.2 %. Posteriormente las raices se enjuagaron con agua destilada y se
colocaron en un bafo de recuperacion con agua corriente, aireacion
constante y en oscuridad durante 18 y 44 h. En seguida se cortaron
aproximadamente 5 mm de las puntas de las raices, se colocaron en
solucion etanol-acido acético 3:1 y se guardaron en refrigeracion.

Los meristemos se hidrolizaron con HCI 5 N en bafio Maria a 28
°C por 20 min. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se tifie-
ron con reactivo de Schiff durante 20 min. Finalmente los meristemos se
colocaron uno a uno sobre portaobjetos agregando una gota de acido
acético al 45%, en seguida se colocé el cubreobjetos y se realizd el
aplastamiento del tejido en monocapa (“squash”). Las laminillas se colo-
caron sobre hielo seco hasta que estuvieron completamente congela-
das, se les desprendié el cubreobjetos con un bisturi, se deshidrataron
con dos cambios de butanol absoluto y se montaron con una gota de
resina Entellan.

El analisis de AC se realizd en células en anafase, diferenciando
entre normales, aquellas que no presentaban alteracion en su estructura
y anormales las que presentaban AC, estas ultimas clasificandose en
puentes, fragmentos y cromosomas con centromero inactivado (CClI)
(Fig. 2). Se cuantifico el total de células de 4 laminillas por sitio. Al mis-
mo tiempo se determino el indice mitético (IM) en 1 000 células, se con-
td el numero de células en division (profase, metafase, anafase y telofa-
se) y en interfase (Fig. 3). El porcentaje de IM se obtuvo al dividir las
células en division entre el total de células multiplicado por cien.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el analisis de dos pro-

porciones, valor critico para Z p < 0.05 = 1.65.
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Fig. 2. Células en etapa de Anafase con aberraciones cromosémicas obtenidas en célu-
las de V. faba tras la exposicién a extractos acidos del SH:Z-A. A) Anafase nor-

mal, B) Cromosoma con centromero inactivado, C) Fragmentos, D) Puente doble
y CCI, E) Puente sencillo y F) Micronucleo
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Fig. 3. Células de V. faba en diferentes etapas del ciclo celular de A) Interfase, b) Profa-
se, ¢) Metafase, d) Anafase y e) Telofase
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RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro | muestra los resultados del porcentaje de indice mito-

tico en células de V. faba expuestas a extractos acidos de sedimentos
del Sistema Hidrologico Zahuapan-Atoyac (SH:Z-A) durante 4 h y des-
pués de 18 y 44 h de recuperacion.

El efecto de los extractos sobre la proliferaciéon celular en V. faba
se evalua por el descenso en el IM. La proporcién de las células en las
diferentes fases de la mitosis (profase, metafase, anafase y telofase)
disminuyd en las raices de V. faba expuestas a los extractos con res-
pecto a los testigos, el intervalo de reduccion fue de 37.5 % (TLA) hasta
29.7 % (PAP) y de 30.5 % (API) hasta 12.9 % (OJIl) a las 18 y 44 h de
recuperacion, respectivamente. Los extractos TLA, TEP y PAP presen-
taron diferencia estadistica con respecto al testigo negativo (TN) en am-
bos tiempos de recuperacién, mientras que el extracto OJl presentd
diferencia solo alas 18 h y APl a las 44 h.

CUADRO | iNDICE MITOTICO EN CELULAS MERISTEMATICAS DE LA
RAIZ DE V. faba EXPUESTAS A EXTRACTOS ACIDOS DEL SH:
Z-A DESPUES DE 4 h DE EXPOSICION

Extracto 18 h de recuperacion 44 h de recuperacion
Acido %IM + DS  bZmw %M+ DS OZmn

TN 179 + 21 177 + 36

TV 187 + 17 -045 NS 165 + 13 071 NS
TLA 112 + 62 430 * 136 + 22 257 °
0Ji 116 + 1.7 398 * 154 + 48 140 NS
API 173 + 66 038 NS 123+ 01 341 *
TEP 121+ 92 364 * 139 + 02 238 *
PAP 126 + 71 330 * 125 + 36 330 *

@ Promedio de dos experimentos + DS.

n = 2000 células en cada tratamiento

Analisis de dos proporciones, valor critico para Z p<0.05 = 1.65

® Valor critico de Z. Cada muestra se compara con el testigo negativo.
* Significativo para Z (0.05) = 1.65 NS = No significativo
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El IM tanto para el TN como para el TV arroja datos similares, al

compararse no presento diferencias estadisticas, por lo tanto se conclu-
ye que el testigo vehiculo no es un agente que inhiba la proliferacion
celular, por tal motivo la comparacion solo se realizé con el TN.

Cuando se compara el porcentaje de IM entre los dos tiempos de
recuperacion (Fig. 4), se observa que con los extractos TLA, TEP y PAP
no hay diferencia por lo que el dafo es independiente del tiempo de
recuperacion, sin embargo, en OJl y API se presenta una reduccion en
la proliferacién celular hasta 11.6 + 1.7 % y 12.3 £ 0.1 %, respectiva-
mente, por tanto, se evidencia efecto S-independiente en OJI y S-
dependiente, en API, es decir que los contaminantes de este sitio nece-
sitan pasar por la etapa de sintesis del ciclo celular para causar su efec-

to nocivo.
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Fig. 4. Comparacion del porcentaje de indice mitético obtenido en células meristemati-
cas de V. faba expuestas durante 4 h a extractos acidos de sedimentos del
SH:Z-A y después de 18 y 44 h de recuperacion.
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El primer sintoma de la toxicidad de los extractos es la inhibicion

de la proliferacion celular (Yi et al. 2010). La disminucion del IM podria
deberse a la inhibicion de la sintesis de DNA, lo cual implica un lento
progreso de las células de la fase S (sintesis de DNA) a la fase de mito-
sis del ciclo celular (Patlolla y Tchounwou 2005, Patlolla et al. 2012) o al
bloqueo de la fase G2 en el que se requiere la tubulina para la forma-
cion de huso mitético (Mahoney et al. 2006). Los efectos en el IM pue-
den ser considerados como el impacto mutagénico inicial que conducen
a anomalias cromosomicas, tales como AC y otras anomalias nucleares
(Cotelle et al. 1999).

Se observa que todos los extractos acidos a excepcion del OJI
fueron capaces de inducir dafio al DNA. La proporcion de células en
anafase con AC a las 18 h de recuperacion varia entre 11.3 £ 8.9 %
hasta 14.0 + 7.8 % en los diferentes sitios, presentando diferencias es-
tadisticamente significativas comparadas con el TN (9.0 £ 2.0 %). EI TV
no produce un dafo adicional al DNA ya que el porcentaje de células
anormales fue inclusive menor al TN (Cuadro II).

El porcentaje de células en anafase con AC a las 44 h de recu-
peracion presentd un incremento de 1 (TEP 8.7 + 4.9 %) hasta 3 veces
(OJI17.7+ 2.2 %) estableciendo diferencias estadisticas con respecto al
TN (5.1 £ 2.0 %) (Cuadro Ill). El efecto en la mayoria de los extractos
fue independiente de los tiempos de recuperacion por lo que el dafio al
DNA inducido no depende del ciclo celular, con excepcion de la muestra
de OJI donde el porcentaje de células en anafase con AC (10.2 £ 2.2 %)
a las 18 h de recuperacion no presenta diferencias significativas con el
TN (9.0 £ 2.0 %) aunque si se aprecia un ligero incremento con respecto
a este, sin embargo, como el porcentaje de IM en este mismo sitio

(Cuadro 1) si presenta inhibicién de la porcentaje de proliferacion celu-
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lar, entonces en el sitio el efecto citotdxico pudiera estar enmascarando

el efecto genotoxico.

CUADRO Il. PORCENTAJE DE CELULAS EN ANAFASE NORMALES Y
ANORMALES EN CELULAS MERISTEMATICAS DE LA RAIiZ
DE V. faba EXPUESTAS A EXTRACTOS ACIDOS DEL SH:Z-A
DESPUES DE 4 h DE TRATAMIENTO Y 18 DE RECUPERA-

CION

b% de Células b% de Células 7
Extracto aTotal de Normales Anormales ™
acido Células MEDIA + DS MEDIA + DS
TN-18 2246 91.0 + 20 9.0 + 20
TV-18 3375 93.2 + 2.1 6.8 + 2.1 3.072 *
TLA-18 1175 88.7 + 89 11.3 + 89 2547 ¢
0JI-18 2276 89.8 + 22 10.2 + 2.2 -0.932 NS
API-18 1000 86.0 + 7.8 14.0 + 7.8 -3.788 %
TEP-18 1118 86.7 + 49 13.3 + 49 4214 %
PAP-18 1956 88.6 + 24 114 + 24 2819 ¢

a Total de células en anafase de dos experimentos

b Promedio de dos experimentos + DS

Analisis de dos proporciones, valor critico para Z p<0.05 = 1.65

¢ Se muestra el valor critico de Z. Se compara cada tratamiento con el testigo negativo.
* Significativo para Z (0.05) = 1.65NS = No significativo

Resultados similares se obtuvieron al crecer en hidroponia plan-
tas de V. faba y Zea mays a diferentes concentraciones de arseénico,
causando un decremento en el porcentaje de células en division, asi
como un incremento significativo en la frecuencia de AC en ambas plan-
tas (Duquesnoy et al. 2010).

El proceso de fortalecimiento de la membrana a través de la lig-
nificacion y formacion de compuestos fendlicos secundarias conduce a
un marcado cambio en el espesor y a la formacion de ROS, los cuales
se cree son responsables de las anomalias cromosomicas que podria

danar el DNA (Ahmad et al. 2000, Barbar et al. 2006).
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CUADRO Ill. PORCENTAJE DE CELULAS EN ANAFASE NORMALES Y
ANORMALES EN CELULAS MERISTEMATICAS DE V. faba
EXPUESTAS A EXTRACTOS ACIDOS DEL SH:Z-A DESPUES
DE 4 h DE TRATAMIENTO Y 44 DE RECUPERACION

b% de Células b% de Células

Extracto | “Total de Normales Anormales Z1n

acido | Células MEDIA + DS MEDIA + DS

TN-44 2720 94.9 + 20 5.1 + 20

TV-44 2047 90.8 + 21 9.2 + 21 5538 *
TLA-44 2654 89.2 + 89 10.8 + 89 -8.667 *
0JI-44 991 82.3 + 22 17.7 + 22 -8.766 *
API-44 2574 89.3 + 78 10.7 + 78 -7.843 *
TEP-44 1323 91.3 + 49 8.7 + 49 5364
PAP-44 1234 87.8 + 24 12.2 + 24 -8.032 *

@ Total de células en anafase de dos experimentos

b Promedio de dos experimentos + DS

Analisis de dos proporciones, valor critico para Z p<0.05= 1.65

¢ Se muestra el valor critico de Z. Se compara cada tratamiento con el testigo negativo.
* Significativo para Z (0.05) = 1.65

NS=No significativo

Algunos informes sefialan que las alteraciones cromosomicas
causan directamente la muerte celular (Leme y Marin-Morales 2009;
Kasurka et al. 2011), por tal motivo los cambios que se presentan en el
indice mitético pueden considerarse como indicadores de dafio citotoxi-
co.

Al comparar el efecto de los extractos acidos de las muestras de
sedimentos del SH:Z-A entre los 2 tiempos de recuperaciéon (18 vs 44
h), se observa que los extractos del OJI, APl y TEP presentan diferen-
cias estadisticas entre la cantidad de células en anafase con AC, el ma-
yor porcentaje de dafio se presentd a las 44 h en el OJl, mientras que
para TEP y API fue a las 18 h cuando el DNA presentd un dafio mayor.
En PAP y TLA no hay diferencia por lo que la accién de las sustancias

que en el sitio se encuentren es independiente del ciclo celular. (Fig. 5).
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Fig. 5. Comparacioén del porcentaje de células en anafase anormales en células meris-
tematicas de V. faba expuestas durante 4 h a extractos acidos de sedimentos del
SH:Z-A

Diversos autores han reportado la capacidad genotdxica de am-
bientes acuaticos impactados por diversos compuestos (Hoshina y Ma-
rin-Morales 2009, Giorgetti et al. 2011) como metales pesados (Barbosa
et al. 2010) y compuestos organicos persistentes (Juarez-Santacruz
2013).

La evaluacién genotdxica en células en anafase permite ademas
de detectar AC como puentes y fragmentos, observar otras como cro-
mosomas con centrémero inactivado, que se producen al afectarse la
region centromérica. El mayor porcentaje de AC observadas con los
extractos fueron aberraciones de tipo cromatidicas como puentes y
fragmentos, en los dos tiempos de recuperacion, (Cuadro 1IV). El au-
mento en el porcentaje de AC en meristemos radiculares indica el efecto
genotoxicos de diversos contaminantes ambientales (Yi et al. 2009, Pé-
rez et al. 2011, Patlolla et al. 2012).

Los diferentes tipos de AC inducidas por los diferentes productos
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quimicos representan su clastogenicidad. Entre los factores que pueden

contribuir al incremento en la frecuencia de AC es la interferencia de las
sustancias quimicas durante el proceso de reparacion del DNA, la repa-
racion de las roturas de las cromatidas, que representan las roturas de
doble filamento del DNA que no hayan sido sometidos a la reparacion
en G2, cualquiera de estos dafios irreversibles del DNA conduciran a su

formacion (Patlolla et al. 2012).

CUADRO IV. PORCENTAJE DE AC EN CELULAS EN ANAFASE DE LA RAIZ
DE V. faba EXPUESTAS A EXTRACTOS ACIDOS DEL SH:Z-A
DESPUES DE 4 h DE TRATAMIENTO

18 h de recuperacion 44 h de recuperacion
Extracto

ACidO % % % % % % % %
Puentes Fragmentos CCI MN | Puentes Fragmentos CClI NN

TN 49.2 10.7 381 20 58.1 13.3 222 65
TV 51.2 18.3 202 10.2 52.7 25.7 161 55
TLA 67.0 18.5 132 14 49.5 30.9 145 5.1
oJi 27.6 46.5 200 59 411 32.9 205 55
API 43.3 254 247 6.7 46.6 18.3 31.0 441
TEP 34.0 31.3 303 45 60.8 215 161 1.7
PAP 59.7 20.1 168 35 48.1 23.8 213 6.7

CCI = Cromosomas con centromero inactivado
MN = Microntcleos

En general, los resultados de este estudio demuestran la capaci-
dad clastogénica de sustancias contaminantes presentes en los sedi-
mentos del SH:Z-A, sin embargo resulta preocupante el dafio provocado
por el extracto OJI debido a que el agua del manantial es utilizada para
consumo humano, por lo tanto se sugiere ampliar la evaluacion del sitio
para confirmar los resultados y sentar las bases que permitan buscar las
medidas necesarias para reducir el riesgo al que pudiera estar enfren-

tando la poblacion en general. Por otra parte, las células de los meris-
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temos de la raiz de V. faba, es un excelente material para estudios de

clastogenicidad y monitoreo de agentes fisicos y quimicos.
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RESUMEN

Una problematica que atafie de manera importante al sector agricola es
la degradacion del suelo, la cual repercute en su productividad. Esta se
ha incrementado, entre otras cosas, por el uso excesivo de fertilizantes
quimicos. Se han propuestos diversas alternativas amigables con el
ambiente, como es el uso de compostas y la aplicacion de biofertilizan-
tes. En este trabajo se evalud el uso de una composta y Hongos Mico-
rrizicos Arbusculares (HMA), de manera individual y combinados, como
sistemas alternos al uso de fertilizantes quimicos. Vicia faba L. se em-
pled como planta bioindicadora de la calidad de la composta y sus com-
binaciones, se cuantificd la altura de las plantas asi como la biomasa
fresca aérea y radicular. Se determind que con la aplicacién de la com-
posta, de los HMA o de la mezcla composta/HMA casi se duplico la
biomasa aérea del haba comparada con el control, la altura también

registré un mayor promedio. El uso de la composta y de los HMA es una
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alternativa de agricultura sustentable y V. faba L. ademas de ser una
leguminosa de importancia agricola y econdmica se puede considerar
una excelente indicadora de la calidad de las compostas aplicadas a los

suelos como enmiendas organicas.

Key words: broad bean, mycorrhizal, compost, biofertilizers
ABSTRACT

The problem major to regards in the agricultural sector is land degrada-
tion, which affects their productivity. This degradation has increased,
among other things, by the excessive use of chemical fertilizers. Is have
proposed various environmentally friendly alternatives, such as the use
of compost, application of organic fertilizers and biofertilizers. In this pa-
per was evaluated the use of compost and Arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF), individually as well as a combination of both, as alternative sys-
tems to the use of chemical fertilizers. As bioindicator of the quality of
the compost and combinations thereof, was used the plant Vicia faba L.,
the plant height, the biomass fresh aerial and radical was quantified, it
was determined that the application of compost, AMF or compost/AMF,
doubled broad bean ground biomass compared to control, the height
also recorded a higher average. The use of compost and AMF is an al-
ternative sustainable agricultural and V. faba L. besides being a legume
and of economic importance can considered an excellent indicator of the
quality of the compost to be applies to soils as amendments organic.
The use of compost and AMF is an alternative sustainable agricultural

and V. faba L. besides being a legume and of economic importance can
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considered an excellent indicator of the quality of the compost to be ap-

plies to soils as amendments organic.

INTRODUCCION

El crecimiento acerado de la poblacion, ha obligado a buscar un
aumento en la produccién para satisfacer las crecientes demandas ali-
menticias. La agricultura es una actividad fundamental para la produc-
cion de alimentos a nivel mundial, cuando esta se basa exclusivamente
en el incremento de la produccion del suelo, se suelen provocar cam-
bios ambientales negativos, frecuentemente irreversibles, que traen
como consecuencia la pérdida de la fertilidad del suelo. Con el uso de
los fertilizantes quimicos se ha logrado generar altos rendimiento de los
cultivos, sin embargo, su inadecuada aplicacion ha desencadenado di-
versos problemas, como la pérdida de fertilidad y capacidad productiva
de los suelos y el efecto negativo sobre el desarrollo de las poblaciones
microbianas nativas (Lal 2001). Para apoyar al sector agricola es impor-
tante la aplicacion de tecnologias amigables con el ambiente, buscar la
reduccion de costos de produccion y estrategias para el aumento de la
productividad (McMahon y Valdés 2011).

Otro problema asociado con ese crecimiento de la poblacidon es
la contaminacién del agua, el cual puede ser manejada en plantas de
tratamiento; pero se generan lodos residuales para los cuales, poste-
riormente, se deben buscar formas adecuadas para su disposicion final.
Una forma accesible con el ambiente y que genere un beneficio econé-
mico y productivo de eliminar los lodos es mediante el proceso de com-
postaje. Este es un proceso de descomposicidon microbiolégico por el

cual hongos, bacterias y actinomicetos actuan sobre la materia biode-
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gradable produciendo composta (Graves y Hattemer 2000). Las com-
postas son excelentes abonos, ya que mejoran las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas del suelo; favorecen la estabilidad de la estructura
de sus agregados, aumenta la porosidad, permeabilidad, asi como su
capacidad de retencion de agua y de intercambio cationico; incrementa
el contenido de macronutrimentos como el N, P, K, Ca y Mg y micro
nutrimentos como Fe, Zn, Mn y Cu (Eghball et al. 2004), reflejandose en
un incremento del crecimiento de las plantas. Ademas al ser un insumo
libre de patogenos, que no atrae insectos o vectores, puede ser mane-
jado y almacenado sin peligro por largos periodos de tiempo (Graves y
Hattemer 2000).

La fertilidad del suelo agricola esta estrechamente relacionada
con las poblaciones microbianas y la incorporacién de materia organica,
que conlleva al aumento en la actividad de estas poblaciones mediante
la promocion de los beneficios adicionales relacionados con las caracte-
risticas fisicas y quimicas del suelo (Triano et al. 2005). En los ultimos
afios se ha promovido el uso de otras alternativas que ayudan a aumen-
tar la productividad agricola y proteger el medio ambiente a través de
interacciones biologicas naturales de la biota del suelo.

En este orden de ideas, las asociaciones simbidticas de ciertos
microorganismos con las plantas son benéficas ya que, ademas de
aportarle nutrimentos a las plantas, pueden cambiar las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, e inhibir el crecimiento de especies vegeta-
les parasitas (Linderman 2008). El estudio de estas interacciones biota
del suelo-plantas ha impulsado su uso como alternativa a los fertilizan-
tes quimicos, ya que incrementan la produccion agricola y protegen el
medio ambiente. La micorriza es una asociacion simbidtica mutualista

entre el micelio de algunos hongos del suelo del filum Glomeromycota
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(Schupler et al. 2001) y las raices de diversas plantas. Esta asociacion
es la mas comun, se presenta en alrededor del 85% de las especies
vegetales.

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) han sido conside-
rados como uno de los grupos fungicos mas importantes, ya que a tra-
vés de sus hifas transportan a las plantas iones de baja movilidad como
el fosforo, a cambio de hidratos de carbono fotosintéticos. Adquieren
nitrogeno en forma de amonio (NH4*) y nitrato (NO3™), lo que también
mejora el crecimiento y productividad de los cultivos, por ello el uso po-
tencial de estos hongos como fertilizantes bidticos es viable (Govindara-
julu et al. 2005). La incorporacion de los HMA es una excelente e impor-
tante oportunidad para utilizarlos como fertilizantes, bioprotectores y
bioestimulantes en la agricultura sustentable.

Por otro lado en la actualidad, el papel de las leguminosas en su
conjunto esta siendo revalorizado en todo el mundo, ya que constituyen
la familia botanica que ha mantenido la produccion vy la fertilidad de los
sistemas agrarios desde la antiguedad. Diversos estudios demuestran lo
apropiado de utilizar el haba (V. faba L.) en la rotacién con cereales, por
ejemplo insertada en la rotacidon anual "haba-maiz forrajero”, también se
emplea como forraje de invierno (Confalone et al. 2013).

El cultivo de haba es importante por varias razones: es una le-
gumbre que ocupa la séptima posicion en importancia en el mundo, se
usa tanto para alimentacion humana como animal, en muchos paises
constituye la mayor fuente de proteina en alimentacion humana, entre
ellos México; su cultivo es empleado en rotaciones por su excelente
papel en la fijacion de nitrégeno atmosférico y a la buena estructura
fisica que su sistema radical deja en el suelo. La semilla se consume en

fresco o seco y el resto de la planta se utiliza como forraje, sin embargo,
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para lograr incrementar su produccion se requiere aplicar fertilizante
nitrogenado (Guadarrama et al. 2007).

Asimismo, el haba ha sido empleada como planta bioindicadora
de contaminantes organicos e inorganicos, se ha utilizado en la evalua-
cion de las condiciones de la calidad del agua para determinar concen-
traciones de arsénico que induce el intercambio de cromatidas herma-
nas provocando perturbaciones en el huso e interfiriendo en la repara-
cion del DNA (Gémez-Arroyo et al. 1997). También ha sido empleada
para determinar el efecto de insecticidas organofosforados como el 2,2-
diclorovinil dimetil fosfato (diclorvos-DDVP) en las células de sus raices,
evaluando la frecuencia de micronucleos y de aberracién cromosdmica
mitética, para determinar los efectos clastogénicos y mitodepresivos del
DDVP en células de esta planta (Kontek et al. 2007). Recientemente, el
haba se emple6 para determinar la concentracion de Pb de un suelo y
su translocacion a los tejidos de la raiz y biomasa aérea (Garcia et al.
2011), otro estudio reveld que las concentraciones de Cd en los tejidos
de la raiz de haba pueden ser toxicas para el ser humano. Ademas, se
ha utilizado para determinar la presencia de contaminantes organicos
persistentes como isémeros de HCH y DDT en los sedimentos superfi-
ciales de los rios y suelos agricolas para determinar el potencial geno-
toxico por el ensayo de micronucleos (Juarez-Santacruz et al. 2013).

Las respuestas bioldgicas observadas a través de los bioensa-
yos en plantas de Vicia faba L. pueden ser excelentes bioindicadores de
toxicidad y una herramienta para el monitoreo ambiental.

En el presente trabajo se utilizé6 suelo agricola proveniente del
municipio de Altzayanca, Tlaxcala, México; se evalu6 la aplicacion de
tres alternativas a la adicidon de fertilizantes quimicos, el uso de una

composta preparada a partir de lodos de plantas de tratamiento de agua
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residual y HMA; y la aplicacion de HMA y composta. Utilizando como

planta bioindicadora a Vicia faba L.
MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la composta

Para preparar la composta se utilizo la siguiente mezcla: 45% de
lodos provenientes de una planta de tratamiento de agua de una em-
presa papelera, 25% de lodos de una planta de tratamiento de agua de
una empresa embotelladora, 25% de residuos de una empacadora de
chile y 5% de rastrojo de maiz, esta mezcla se definié para obtener una
relacion C/N inicial de 30/1, segun lo recomendado para la elaboracién
de compostas (Castellanos et al. 2000). Una vez realizada la mezcla se
humedecié y mezclé semanalmente durante 4 meses, transcurrido el
tiempo se tamizd y almaceno en un lugar seco a temperatura ambiente
para su uso posterior. Previamente a su aplicacion se realizé una prue-

ba de madurez a la composta.

Prueba de fitotoxicidad con semillas de lechuga

Con base en la prueba de Zucconi et al. (1981), tomando una
muestra de la composta se prepardé un extracto acuoso en proporcion
de 1:5 relacion composta:agua desionizada. Se adiciono 1 ml del extrac-
to en cajas Petri, que contenian 10 semillas de lechuga (Lactuca sativa
L.) sobre papel filtro; éstas se compararon con un testigo con agua de-
sionizada. Se mantuvieron en camara de germinacion (HACH, BOD
incubator-modelo 208) durante 4 dias a 27 °C. Se calculo el porcentaje
de germinacién relativo (PGR), crecimiento de radicula relativo (CRR) e

indice de germinacion (IG) (Tiquia 2000).
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Analisis efectuados a la composta

Los analisis se hicieron de acuerdo a las siguientes normas: pH
por el método AS-02, conductividad eléctrica por el método AS-18, ni-
trogeno total por el método Kjeldahl, fésforo aprovechable por el Método
AS-10 (SEMARNAT 2000), relacion carbono/nitrégeno (SEDUE 1985) y
de madurez o fitotoxicidad, mediante el calculo del indice de germina-

cion usando semillas de lechuga (Zucconi et al. 1981).

Inéculo de HMA

El in6culo de HMA se obtuvo por medio de la técnica de separa-
cion de esporas de HMA de Brundrett (2008). Se tomaron 100 g de sue-
lo rizosférico de cultivo de maiz y se colocaron en un vaso de precipita-
do, se le agregaron 900 ml de agua, se mezclé vigorosamente por 30 s,
y se dejo reposar de 4 a 5 min y el sobrenadante se decant6 sobre ta-
mices (0.500 mm, 0.212 mm, 0.106 mm y 0.050 mm) con el fin de sepa-
rar las esporas, el proceso se repitié de cinco a seis veces.

El material retenido en cada uno de los tamices se mezclé con
agua y se centrifug6 a 2 000 rpm durante cinco min, el sobrenadante fue
desechado. Posteriormente el material retenido en el fondo del tubo se
volvio a centrifugar con sacarosa al 50 % a 2 000 rpm durante un min, el
sobrenadante se paso a un tamiz de 0.045 mm para lavarse con agua,
posteriormente se coloco en una caja Petri.

Mediante la observacién con un microscopio estereoscopico
(Vanguard 1274ZH) se separaron, cuantificaron y agruparon las esporas
con base en su tamano, forma, presencia de la hifa de sostén y color.
La clasificacién taxondémica de cada género se efectuo con la ayuda de
un microscopio optico y se apoyo en la literatura especializada (Morton
2012, Schenck y Pérez 1990).
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Cultivo de haba (Vicia faba L.)

Se seleccionaron tres tratamientos para evaluarlos como alterna-
tivas al uso de fertilizantes quimicos. El suelo agricola proveniente del
municipio Altzayanca, Tlaxcala, México, se esterilizé en autoclave a 121
°C y 1 atm de presion durante 60 min, para determinar el efecto de los
hongos MA y de las composta, este procedimiento se repitio tres veces.
Se aplicaron 3 tratamientos, en los cuales el suelo estéril se mezcld con:
1) la composta (COM), 2) el in6culo de HMA (HMA) y 3) el inbculo HMA
y composta (HMA/COM), como se indica en el Cuadro I.

CUADRO I. TRATAMIENTOS APLICADOS AL SUELO AGRICOLA PARA EL
CULTIVO DE HABA (Vicia faba L.)

Tratamiento Suelo agricola  Suelo agricola no Composta HMA
estéril estéril (COM) (esporas)
Control 4 kg
Tratamiento 1
(COM) 3 kg 1kg
Tratamiento 2
(HMA) 3 kg 800
Tratamiento 3
(HMA/COM) 3 kg 1kg 800

Evaluacion del cultivo de haba

Para comparar el desarrollo de las plantas bajo los diferentes tra-
tamientos se tomaron muestras en las siguientes etapas vegetativas:
Etapa | plantula (37 dias), etapa Il antes de la floracién (66 dias), etapa
[l antes de fructificar (100 dias) y etapa IV en cultivo maduro. Se eva-
luaron las siguientes variables:

1. Altura de la parte area: medida desde el hipocaétilo hasta el ex-
tremo superior de la ultima hoja.

2. Biomasa fresca del follaje: considerada desde el hipocaétilo hasta
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el extremo superior de la ultima hoja, se us6 una balanza de
precision (Sartorius 1801).

3. Biomasa fresca de la raiz: se eliminé el suelo y se peso.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se hizo con el programa STATISTICA 7
version para WINDOWS Vista 2006, los datos se sometieron a un anali-
sis de varianza (ANOVA). Para determinar la significancia estadistica de
las diferencias entre los tratamientos se realiz6 una prueba de compa-
racion multiple de LSD (a = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de la Composta

Después de cuatro meses de compostaje de los lodos de las
plantas de tratamiento, de los residuos de la empacadora de chile y del
rastrojo de maiz, se obtuvo una composta madura que no presento fito-
toxicidad en semillas de lechuga (82 % de 1G) de acuerdo con Zucconi
(1981). Los analisis efectuados a la composta y al suelo agricola utiliza-
do, asi como los limites permisibles se muestran en el Cuadro Il. Se
observa que la composta tiene mayor cantidad de N, P, carbono organi-
co y sales (mayor conductividad eléctrica) que el suelo agricola utiliza-
do, los cuales pueden ser asimilados por las plantas.

Cada parametro medido al suelo y a la composta se compararon
con dos normas, la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-
2000, que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasifi-
cacién de suelos, estudios, muestreo y analisis; y con la NTEA-006-

SMA-RS-2006, que establece los requisitos para la produccion de los
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mejoradores de suelos elaborados a partir de residuos organicos. Se
observa que los parametros del suelo agricola utilizado caen en los in-
tervalos marcados en la norma para suelos (SEMARNAT 2000), mien-
tras que la composta tuvo mayor contenido de nitrégeno y de fosforo

que los establecidos en dicha norma (SMA 2006).

CUADRO Il. PARAMETROS FiSICOS Y QUIMICOS DE LA COMPOSTA OB-
TENIDA Y DEL SUELO AGRICOLA Y LIMITES PERMISIBLES EN
LA NORMATIVIDAD MEXICANA

NTEA-006-SMA-RS- Suelo NOM-021-
Parametro Composta 2006 (Mejorador de ; SEMARNAT-
agricola
suelos) 2000 (suelo)
N 0.22 % - 0.103 % 0.1-0.15%
P 0.003 % 0.1 % 9.38 mg/kg 5.5-11 mglkg
co 1.71 % 0.94 %
CIN 7.8 <12 9.12
pH 7.23 6.5-8.0 7.3 6.6-7.3
CE (dS/m) 1.12 0.04 <2 dS/m

En la elaboracion de las compostas se sugiere preparar mezclas
de sustratos con una relacion C/N inicial 20/1 a 30/1, al final del mismo
se propone que la composta tenga valores de la relacidon C/N menores a
12/1 (SMA 2006). Una relacion C/N mayor a 20/1 indica mayor inmovili-
zacion del N en el suelo, provocando una competencia entre los micro-
organismos de la rizosfera por el nitrégeno. Segun los limites indicados
en el Cuadro Il, la composta cumplié con este valor.

El pH es otro de los parametros importantes de la composta, ya
que afecta de modo significativo la disponibilidad y la asimilacién de los
nutrimentos esenciales por las plantas, como son el N, P, Fe, Mn, Cu y
Zn; por ejemplo, el intervalo de pH que favorece la disponibilidad de N

es de 6 a 8.5, mientras que para la fijacion de P esta entre 6 y 7. Asi-
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mismo, el pH ejerce una fuerte influencia al determinar la proliferacion y
actividad de muchos microorganismos del suelo. El pH de la composta
elaborada fue de 7.23, adecuado para mantener la disponibilidad de los
nutrimentos y esta en el intervalo de limites permisibles mostrados en el
Cuadro Il.

La conductividad eléctrica (CE) indica la presencia de sales so-
lubles, altas concentraciones de Na*, Ca*?, K*, Mg*?, Cl'y SO42 pueden
afectar directamente el desarrollo de los cultivos, sin embargo, esto de-
pendera de la tolerancia del propio cultivo a la salinidad, al tipo de suelo
y a las practicas de riego empleadas (McMahon y Valdés 2011). La sali-
nidad de un suelo constituye uno de los principales factores limitantes
de su fertilidad, se recomienda mantener valores de conductividad eléc-
trica < 2 dS/m, ya que por encima de este valor las propiedades morfo-
l6gicas, fisicas y quimicas del suelo son fuertemente influenciadas por
la salinidad, siendo téxicas para las plantas. La conductividad eléctrica
de la composta preparada fue menor a los limites especificados (Cua-
dro Il), por lo que su aplicaciéon a los cultivos no representa riesgo.

Del andlisis en el Cuadro Il se observa que al finalizar el proceso
de compostaje se obtuvo un material que cumple con las especificacio-
nes reportadas para ser aplicado como mejorador de suelos y cuyo con-
tenido nutrimental es mayor al indicado para un suelo segun la normati-
vidad indicada en el Cuadro Il (SEMARNAT 2000). El aprovechamiento
de residuos, como los lodos de las plantas de tratamiento de agua, de
una empacadora de chile y el rastrojo de maiz para elaborar composta
tiene varias ventajas: evitar su envio al relleno sanitario, reduce los cos-
tos de disposicion que erogan las empresas, incrementa la vida util del
relleno sanitario y, lo mas importante, se aprovecha la materia organica

para la obtencion de un material que se puede usar para mejorar los
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suelos agricolas, disminuyendo el uso de fertilizantes quimicos. Todo

ello conlleva a obtener beneficios ambientales importantes.

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

Por cada 100 g de suelo rizosférico de cultivo de maiz se obtuvo
aproximadamente 14 g de tamizado, con un promedio de 800 esporas,
de las cuales so6lo se tomaron en cuenta aquellas con aspecto fisico
saludable, es decir las que presentaran pared sin perforaciones y con-
tenido brillante con granulos lipidicos. Se identificaron cinco géneros de
la Clase Glomeromycetes de los 17 que hasta ahora han reconocido
SchuBler y Walker (2010): Acaulospora (Acaulosporaceae); Glomus y
Sclerocystis (Glomeraceae); Scutellospora y Gigaspora (Gigaspora-
ceae).

El género mas abundante fue Glomus, esto concuerda con los
resultados de Serralde y Ramirez (2004) quienes evaluaron el numero
de esporas en suelos cultivados con dos variedades de maiz y adicio-
nados con materia organica (material verde y abono), encontraron que
este género fue el mas abundante. Algunos autores, en diferentes par-
tes del mundo, han encontrado que el género Glomus es el HAM mas
comun en una variedad suelos agricolas con diversos tipos de cultivos
(Burni et al. 2011, Gaur y Kaushik 2012, Schalamuk et al. 2007, Wang
et al. 2008)

Cultivo de haba (Vicia faba L.)

Con el fin de determinar la etapa 6ptima del crecimiento de la
planta, se realizaron 4 muestreos: a los 37, 66, 100 y 134 dias.

El maximo crecimiento, tanto de la altura de la planta como de la

biomasa se observd en la etapa lll, es decir a los 100 dias, por lo que
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los analisis y comparacion entre los tratamientos se llevaron a cabo
considerando hasta este muestreo lll, posterior a este tiempo el cultivo

empezod su senescencia.

a) Altura de follaje del cultivo de haba (Vicia faba L.)

En la figura 1 se muestran las alturas promedio registradas de
las plantas de haba. El crecimiento de las plantas registrado en los
muestreos | y Il fue similar en todos los tratamientos, incluyendo al con-
trol. Sin embargo, después de los 66 dias hubo diferenciacion en las
alturas de las plantas, en el muestreo Ill se observo que la altura del
follaje fue significativamente mayor en las plantas donde se aplicaron la
composta y/o los HMA comparados con el control.

El andlisis estadistico (Cuadro Ill) indica que la mayor altura
promedio se registrd en las plantas obtenidas al fertilizar el suelo con los
tratamientos HMA y HMA/COM, la segunda mayor altura se obtuvo en
las plantas a las que se les aplicé la composta y la menor fue la regis-

trada en las plantas control.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

(cm)

Control Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
(COM) (HMA) (HMA/COM)

BMuestreo | (37 dias) E Muestreo Il (66 dias) [ Muestreo |1l (100 dias)

Altura promedio de las plantas

Fig. 1. Altura promedio de las plantas de haba en los tres tratamientos y el control
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CUADRO IIl. PRUEBA ESTADISTICA LSD PARA LAS VARIABLES QUE SE
EVALUARON A LAS PLANTAS DE HABA EN EL MUESTREO llI

Parametro Control Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
(X) (com) (HMA) (HMA/COM)
Altura (cm) 67.6 (b) 78.4 (ab) 88.6 (a) 82.7 (a)
Masa aérea
fresca (g) 36.1(b) 56.3 (a) 60.3 (a) 69.6 (a)
Peso de raiz
fresca (g) 20.3 (b) 24.4 (b) 415 (a) 29.2 (ab)

Letras iguales en renglones indican que no hay diferencia significativa

b) Biomasa fresca de follaje

La biomasa de las plantas a los 37 dias fue similar en todos los
casos. A partir del muestreo |l se observa diferenciacién, la biomasa fue
mayor en los tratamientos que en el control. Segun el andlisis estadisti-
co (Cuadro lll), en el tercer muestreo la biomasa de las plantas obteni-
das donde se fertilizé con composta, HMA o HMA/COM tuvieron signifi-
cativamente igual biomasa promedio entre ellos, es de resaltar que con
la mezcla HMA/COM casi se duplico la masa promedio con respecto a
las que tuvieron las plantas del control. Lo cual indica que para incre-
mentar la biomasa del haba y obtener mayor material vegetal para uso
como forraje, son eficientes tanto la aplicacion de composta, inocular
con HMA o la combinacion de ambos (Fig. 2).

Desde el muestreo | a los 37 dias, las raices de las plantas don-
de se adicionaron los HMA tuvieron significativamente mayor biomasa
radical, comparada con la registrada en las plantas donde se adicioné la
composta y con las correspondientes al control. Conforme las plantas se
desarrollaron ésta diferencia fue mayor, en el muestreo Il a las plantas
que se les aplicaron unicamente los HMA presentaron estadisticamente
el mayor peso promedio de las raices, seguida del tratamiento donde se

aplic6 HMA/COM; el peso radicular promedio en las plantas control y
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donde se aplico la composta no tuvieron diferencia significativa. El desa-
rrollo radicular de las plantas donde se aplicé unicamente HMA fue ma-
yor a las obtenidas donde se aplic6 HMA/COM, esto se pudo deber a
que al incrementar los niveles nutrimentales por la adicion de la com-

posta se inhibi6 la colonizacion de las plantas por los HMA (Fig. 3).

i z::::z% 22 52552% 5*5155%

Control Tratamiento 1 Tratamiento 2  Tratamiento 3
(COM) (HMA) (HMA/COM)

Biomasa frescade las plantas
w
o
_{
_{

BElMuestreo | (37 dias) [ Muestreo |1 (66 dias) B Muestreo I1l (100 dias)

Fig. 2. Biomasa promedio del follaje fresco de las plantas de los tres tratamientos y el
control.

c) Biomasa fresca de las raices

El incremento de la biomasa fresca y radicular es indicador de
que la planta se desarroll6 mejor en presencia de la composta y de los
HMA. La composta aporta nutrimentos y mejora las propiedades del
suelo lo cual se traduce en un mayor desarrollo vegetal, como ya se
indicé. La asociacion micorrizica juega un importante papel en la adqui-
sicion de los nutrimentos del suelo, ya que una de las funciones impor-
tantes de estos hongos es la de aumentar el area de absorcion radicular
de las plantas, a través de sus redes miceliales y con ello captar mayor

cantidad de nutrimentos.
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Fig. 3. Biomasa promedio de las raices frescas de las plantas de haba obtenidas bajo
los tres tratamientos y el control.

Los resultados obtenidos coinciden con lo observado por De
Grazia et al. (2011) ellos reportan que los materiales compostados me-
joraron la calidad del pimiento (Capsicum annuum L.); ademas Eghball
et al. (2004) indican que aplicando composta hay un efecto residual de
N y P que perdura al menos un periodo de cultivo mas, mejorando las
propiedades del suelo. Por su parte plantas de Euphorbia prostrata au-
mentaron significativamente su peso fresco y biomasa radical con la
inoculacién con HMA y vermicomposta (Channashettar et al. 2008). El
peso de las plantas de maiz cultivadas en turba e inoculadas con G.
fasciculatum, vermicomposta y con una bacteria nativa aumentd consi-

derablemente (Gutiérrez et al. 2008).

CONCLUSIONES

Se encontré que el uso de la composta y de Hongos Micorrizicos
Arbusculares de manera individual o en combinacion de ambos es una

alternativa ambientalmente amigable para incrementar el desarrollo de
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la planta de haba, comparada con el control. El empleo de estos insu-
mos es una alterativa viable para reducir el consumo de fertilizantes
quimicos, aminorando ademas los efectos negativos que éstos ocasio-
nan al medio ambiente.

Los HMA se pueden aislar del suelo rizosférico para aplicarse
como sistema de desarrollo vegetal con buenos resultados. Mientras
que la composta se puede obtener de una gama de residuos organicos.
El compostaje representa ademas un medio para aprovechar residuos
como los aqui empleados, lodos de plantas de tratamiento de agua y
residuos agroindustriales, con los cuales se obtuvo una composta con
propiedades adecuadas para su aplicacion segun la normatividad. Esto
es interesante ya que es una manera ambientalmente viable para dis-
poner de éste tipo de residuos, que a la fecha no son aprovechados y
su disposicion final representa una problematica ambiental y econdmica.

Vicia faba L. es una planta que puede ser empleada en ensayos
bajo condiciones de invernadero como bioindicadora de la calidad de
compostas que seran aplicadas a suelos que se pretende mejorar sus

condiciones de degradacion.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consistid en evaluar la calidad de lom-
bricompostas obtenidas de diferentes residuos organicos a través de
indicadores de madurez y la prueba de fitotoxicidad con semillas de
cebada (Hordeum vulgare L.), rabano (Raphanus sativus L.) y frijol
(Phaseolus vulgaris L.). Los indicadores como el pH, conductividad eléc-
trica, materia organica, relacion C/N, Niwta Y densidad aparente se en-
contraron dentro del intervalo que establece la NMX-FF-109. En cuanto
a la capacidad de intercambio cationico, sélo la lombricomposta L2 ex-
hibié un valor menor a lo que marca la normatividad mexicana. La con-
centracion de P se presento un intervalo de 0.02 a 0.04 % vy la relacion
C/P indicé que no existid una adecuada mineralizacion de los residuos
organicos empleados para llevar a cabo las lombricompostas. Respecto
a la concentracion de Pb, Cr, Cd y Ni, ésta fue menor a lo que establece
la normatividad mexicana. La prueba de fitotoxicidad mostré6 que con
semillas de cebada las lombricompostas L1, L2 y L3 presentaron un I1G

> 100%, con frijol todas las lombricompostas tuvieron una moderada
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fitotoxicidad y en rabano el IG fue mayor a 100 s6lo en la L2. La prueba

con semillas es mas sensible para determinar la calidad de abonos or-
ganicos, por lo tanto se considera una herramienta complementaria a
los resultados que arrojan los indicadores fisicos, quimicos y biolégicos
para establecer la madurez de una lombricomposta y su inocuidad al

aplicarla como enmienda organica.

Key words: organic fertilizers, agroecology, phytotoxicity

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the quality of vermicompost ob-
tained from different organic waste through indicators of maturity and
phytotoxicity test with barley seeds (Hordeum vulgare L.), radish
(Raphanus sativus L.) and bean (Phaseolus vulgaris L.). Indicators such
as pH, electrical conductivity, organic matter, C/N ratio, total N and bulk
density within were the found established by the NMX-FF-109. As for the
cation exchange capacity, only the L2 vermicompost exhibited a minor
value marking Mexican regulations. The concentration P was presented
of the 0.02 to 0.04 %, and the ratio C/P indicated that there was no a
mineralization adequate of organic waste used to perform the ver-
micompost. Regarding the concentration of Pb, Cr, Cd and Ni, it was
lower than that established by norms Mexican. Phytotoxicity test showed
that the barley seeds with L1, L2 and L3 vermicompost had a Gl >
100%, with all bean seeds the vermicompost had a phytotoxicity moder-
ate and radish the IG was higher a 100 only in L2. The test with seeds is

more sensitive to determine the quality of organic fertilizers; therefore, it
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is considered a complementary tool to the results that shed the indica-

tors physical, chemical and biological to establish the maturity of a ver-

micompost and its safety when applied as organic amendment.

INTRODUCCION

Los residuos organicos como los lodos residuales que generan
las plantas de tratamiento, la hojarasca de parques y jardines, los resi-
duos domeésticos y residuos solidos urbanos, asi como residuos de co-
sechas, estiércoles, bagazo de cafna, cascarilla de arroz, entre otros,
son fuente importante de materia organica, su empleo como mejorado-
res de la calidad del suelo ha sido ampliamente documentado. Sin em-
bargo, presentan diferentes propiedades fisicoquimicas, lo que depende
del proceso que los genero, por lo que su impacto en el suelo debe eva-
luarse para evitar efectos adversos (Cayuela et al. 2009, Peltre et al.
2012). Al buscar una oportunidad de aprovechamiento de los residuos,
se hace necesaria su caracterizacion para conocer su composicion y
definir las tecnologias apropiadas para su aprovechamiento y posterior
tratamiento (Saval 2012). Una alternativa es emplear el proceso de lom-
bricompostaje, el cual emplea la accion conjunta de microorganismos y
lombrices para procesar residuos organicos y obtener un producto esta-
ble denominado “lombricomposta” o “humus de lombriz” (Ruiz 2011).
Almaguer et al. (2012) mencionan que es la cria controlada de lombri-
ces; técnica que involucra varios procesos biolégicos que aceleran la
transformacién y mineralizacion de un residuo organico en descomposi-
cion hasta convertirlo en humus. El proceso de lombricompostaje se
conoce también como una eco-tecnologia, sencilla, viable y beneficiosa

para la produccion intensiva de lombricomposta (Sinha et al. 2010).
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Las lombrices en su mayoria son hermafroditas aunque existen

algunas que se reproducen partenogénicamente (autofecundacion). La
especie epigea Eisenia foetida se reproduce sexualmente y por parte-
nogénesis, es quizas la mas prolifica, por esta razén es una de las es-
pecies mas utilizadas para la biotransformacion de los residuos organi-
cos, junto con ella, la especie E. andrei también presenta alta tasa re-
productiva, ademas de habitos muy semejantes a la anterior. El ciclo
bioldégico de estas especies es poco menos de 90 dias, desde la salida
de las lombrices juveniles del capullo hasta la aparicidon de nuevos. En
México se utiliza ampliamente E. foetida para obtener lombricomposta
(Santamaria 2007). Cada lombriz consume aproximadamente de 100 a
300 mg de alimento por dia para incrementar su peso vivo de 30 a 45
mg en 90 dias, del material consumido entre el 5y 10 % es empleado
para llevar a cabo las actividades metabdlicas y el otro 85 % es excre-
tado como lombricomposta que contiene orina (amonio) y mucoprotei-
nas (Blair et al. 1997). Es rica en macro y micronutrimentos, vitaminas,
hormonas de crecimiento, enzimas; tales como, proteasas, amilasas,
lipasas, celulasas, quitinasas, endonucleasa, fosfata alcalina, nitro re-
ductasa, enzimas que realizan la degradacién de la materia organica
para obtener proteinas y carbohidratos, asi como otros compuestos
organicos de una complejidad estructural importante, todo lo anterior
depende del tipo de sustrato utilizado como fuente de alimento para las
lombrices (Nagavallemma et al. 2005, Prabna et al. 2007).

Su alimento se compone de cuatro elementos basicos: residuos
organicos con alto contenido de N, residuos organicos con alto conteni-
do de C, agua (humedad) y aire (oxigeno) (Sharma et al. 2005). Los
contenidos de C y N tienen que ser en dosis adecuadas para llevar a

cabo un buen proceso, ya que demasiado C se convierte en un proceso
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lento, y si hay mas N, se generan malos olores y se produce una mezcla

viscosa (Rodriguez y Cérdova 2006). Por otro lado, Gunadi et al. (2002)
mencionan que una buena seleccidon de residuos y equilibrio entre ellos
tendra como resultado un buen desarrollo de microorganismos, sin em-
bargo, si los residuos organicos como el estiércol contienen sales y sus-
tancias potencialmente toxicas o los residuos vegetales, sustancias aci-
das, se tiene que realizar una estabilizacién de los residuos antes de
incorporar las lombrices. En México, se emplean en mayor medida los
estiércoles para llevar a cabo el proceso de lombricompostaje, debido a
que su acumulacion genera malos olores, nitratos y sales, se reporta el
empleo de estiércol de ganado vacuno, gallinaza, porqueraza y estiércol
de conejo; sin embargo, el estiércol de bovino contiene altas concentra-
ciones de N que permite obtener una lombricomposta de buena calidad
(Luévano y Velasquez 2001).

De esta manera, el proceso de lombricompostaje se convierte en
una alternativa sustentable para reducir residuos organicos, el producto
la lombricomposta, ademas de incrementar el contenido de materia or-
ganica al suelo, aumenta la capacidad de retencién de agua, especial-
mente si son arenosos, mejora la agregacion de las particulas del suelo,
se previene la erosion, evita que se compacte el suelo, en suelos con-
taminados por metales pesados forma complejos organometalicos y
ayuda a la eliminacién de patégenos (Mehta y Karnwal 2013). Al tener
una elevada carga enzimatica y bacteriana incrementa la solubilidad de
los elementos nutritivos, liberandolos en forma paulatina, facilitando su
asimilacion por las raices de las plantas e impidiendo que éstos sean
lixiviados con el agua, manteniéndolos disponibles por mas tiempo en el
suelo, lo que favorece la germinacion de las semillas y el desarrollo de

las plantas (Julca et al. 2006).
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El empleo de la lombricomposta en la agricultura reduce la apli-

cacién de fertilizantes minerales; sin embargo, algunos elementos como
los metales pesados pueden acumularse en los suelos al repetir su apli-
cacion, lo que impactaria a otros integrantes del agroecosistema (Cam-
bier et al. 2014). Debido a que la calidad de las lombricompostas no
depende de un solo parametro quimico, microbioldgico, bioquimico o
toxicologico es indispensable evaluar su madurez y fitotoxicidad (Campi-
telli y Ceppi 2008).

La relacion C/N es el indicador probablemente mas utilizado para
sefalar la madurez de la lombricomposta, debido a que el carbono es
una fuente de energia y forma parte de la masa de las células microbia-
nas como su elemento estructural basico; en cuanto al nitrogeno es un
componente decisivo de las proteinas, las bacterias emplean el nitro-
geno como nutrimento, cuando existe poco nitrogeno, la poblacion de
microorganismos disminuye y el proceso de lombricompostaje presenta
un retraso; por otro lado, si existe demasiado nitrogeno aumenta el cre-
cimiento microbiano y se acelera la descomposicién de los residuos,
pero pueden existir serios problemas de olores desagradables al dismi-
nuir el oxigeno y producirse condiciones anaerobicas, debido principal-
mente a la formacién de amoniaco (Alvarez de la Puente 2006). En el
caso del carbono dentro del proceso de lombricompostaje, la pérdida de
éste se realiza en forma de CO_, debido a las actividades respiratorias
de las lombrices y de la microflora asociada (Suthar 2010).

En México, la NMX-FF-109-SCFI-2007 (DOF 2008) establece di-
versos indicadores que debera presentar una lombricomposta previo a
ser aplicada como enmienda organica al suelo, los parametros que
menciona son: pH, materia organica, capacidad de intercambio cationi-

co, nitrégeno total, conductividad eléctrica, densidad aparente; hume-
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dad, relacion C/N, asi como el contenido de metales (Pb, As, Ni, Hg, Cr,

Cd, Zn), la presencia de huevos de helmintos, hongos fitopatdégenos,
Salmonella spp. y E.Coli. Para complementar el analisis de calidad de
las lombricompostas, actualmente se emplea el ensayo con semillas de
diferentes plantas, debido a que mide el efecto combinado de varios
factores fitotoxicos. Sin embargo, este tipo de ensayo varia en su meto-
dologia, por el material a evaluar y el tipo de especie vegetal a emplear
(Baumgarten y Spiegel 2004).

Existen métodos para evaluar la toxicidad de quimicos u otros
contaminantes, basandose en los efectos en la emergencia y crecimien-
to de plantulas como lo propone la Organizacion de Desarrollo y Coope-
racion Econémica (OECD, por sus siglas en inglés) y la Organizacién
Internacional de Estandarizacion (ISO, por sus siglas en inglés). Prue-
bas especificas para compostas se tienen en Australia (Committee
CS/37 1999), Estados Unidos (TMECC 2001) y Alemania por la Organi-
zacion Federal del Seguro de Calidad de Compostas (FCQAO, por sus
siglas en inglés) (FCQAO 1994) y meétodos estandar para evaluar la
fitotoxicidad de compostas en México, se reporta solo en el Distrito Fe-
deral, la Gaceta Oficial del Distrito Federal publicé en su norma ambien-
tal NADF-020-AMBT-2011 (POGEM 2006) que una composta obtenida
a partir de residuos organicos debe evaluar su calidad a través de la
prueba de fitotoxicidad. Sin embargo, el principal problema para la apli-
cacion e interpretacion de esta prueba es la diferencia en el material
objeto de la investigacion, de las condiciones experimentales, las espe-
cies de plantas utilizadas, la duracion del experimento, los procedimien-
tos individuales para la obtencién de los extractos acuosos, o los para-
metros medidos (ya sea la longitud de la raiz, el peso seco o fresco de

las plantas, germinacién de las semillas, indice de germinacién, entre
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otras) (Baderna et al. 2013). Debido a lo cual, los bioensayos con plan-

tas permiten conocer los efectos toxicos que provoca un sustrato o con-
taminante, aunque no es una prueba contundente se le puede conside-
rar como una herramienta complementaria a los analisis fisicos y quimi-
cos realizados a un suelo, agua, sedimento u abono organico
(Baumgarten y Spiegel 2004, Visioli et al. 2013).

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo consistié en eva-
luar la calidad de diferentes lombricompostas a través de indicadores de

madurez y la prueba de fitotoxicidad.

MATERIALES Y METODOS

Sustratos

Para las diferentes lombricompostas se emplearon los siguientes
sustratos: Lodo residual lacteo (LRL) obtenido de una empresa dedica-
da a la fabricacion de diversos productos derivados de la leche. Estiér-
col de ganado vacuno (EGV) recolectado en un establo doméstico. Es-
tiércol de conejo (EC) proporcionado por el Centro de Investigacion en
Reproducciéon Animal de la UATx. Rastrojo de maiz (RM) adquirido en
un establecimiento comercial. Desechos de corteza de un aserradero
(CA) y residuos domésticos (RD) recolectados de una casa-habitacion.
El LRL tuvo un 70 % de humedad y se aplicé directamente. EI EGV y el
EC fueron secados a temperatura ambiente y a la sombra. El RM fue

triturado antes de aplicarlo.

Establecimiento del proceso de lombricompostaje
Para obtener las diferentes lombricompostas se empleé a la

lombriz Eisenia foetida, proporcionada por los Laboratorios de Ecologia
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Forestal y Fertilidad de Suelos del CIGyA-UATX.

El proceso se realizé de acuerdo a las siguientes proporciones:
L1. EC (50%) + CA (50%)

L2. EC (50%) + RD (50%)

L3. LRL (60%) + EGV (10%) + RM (30%)

L4. LRL (40%) + EGV (20%) + RM (40%)

Los tratamientos se estabilizaros por 30 dias, al término de este

W=

tiempo se agrego la lombriz, la humedad fue controlada durante todo el
tiempo que durd el proceso (5 meses). Las lombricompostas 1 y 2 se
llevaron a cabo en un espacio de 1 m x 2 m x 50 cm y las lombricom-

postas 3 y 4 en bandejas de plastico de 20 L de capacidad.

Analisis quimico

De cada lombricomposta se tomaron 500 g para ser tamizada a
través de una malla de abertura de 2 mm, con el objeto de tener un ta-
mafo de particula homogéneo y poder realizar las determinaciones fisi-
cas y quimicas. Los analisis consistieron en determinar el pH (rela-
cion1:2 pl/v), materia organica (MO) y Corganico pOr el método de Walkley-
Black (Jackson 1976), el contenido de CE (dS m™) en el extracto de
saturacion (Richards 1990), capacidad de intercambio cationico (CIC)
[Cmol(+) kg™"] por la técnica con acetato de amonio (Chapman 1965),
Niwotal (%) por el método de Kjeldahl,, relacion C/N por la NMX-AA-67-
1985 (DOF 1992), densidad aparente (g cm) por el método de la pro-
beta que establece la NMX-FF-109-SCFI-2008 (DOF 2008) y Pgisponibie
(%) por el método Bray (Bray y Kurtz 1945).

La concentracién total de Pb, Cr, Cd y Ni que menciona la NMX-
FF-109-SCFI1-2008 (DOF 2008) para lombricompostas fue determinada
de acuerdo al método EPA 3051 (EPA 1998). Obtenidas las digestiones
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se aforaron a 50 ml con una solucion de HNO3; al 3 %. La cuantificacion

de los metales se llevé a cabo por un espectrofotometro de absorcién

atomica marca Varian modelo 880, Australia.

Prueba bioldgica

Se empled la prueba de fitotoxicidad con semillas de rabano
(Raphanus sativus L), frijol (Phaseolus vulgaris L) y cebada (Hordeum
vulgare L). La eleccion de las semillas fue de acuerdo a la OECD/OCDE
(2006) la cual menciona que para establecer esta prueba se deben se-
leccionar minimo tres especies. Se obtuvo un extracto acuoso de cada
lombricomposta en una proporcion 1:10 (p/v) y como control se empled
agua destilada. Se colocé papel absorbente en cajas Petri (100 x 15
mm), se distribuyeron 4 semillas y se humedecieron con 5 mL del ex-
tracto acuoso y/o de agua destilada (testigo). Las cajas fueron tapadas y
colocadas en una estufa de incubacién a temperatura de 20 + 2 °C. Las
semillas fueron humedecidas cada 24 h por 3 dias. Se midié la longitud
radicular y el numero de semillas germinadas para determinar el indice
de germinacion con respecto al control (Paradelo et al. 2008).

El indice de germinacion (IG) expresado en porcentaje fue calcu-

lado de la siguiente manera:

%IG = iLEIIEI:k:E :k:L
Gc Lc
Donde:
G = Germinacion de las semillas
L = Longitud de la radicula de las plantulas
Gc = Germinacion de las semillas control

Lc = Longitud de la radicula de las plantulas control
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Finalmente, el % IG se compard con el criterio que propone Mar-

tignon (2009) quien sefala que si se obtiene un % IG > 90 no hay toxi-
cidad; si % IG 75-90 baja toxicidad; si % |G 51-75% moderada toxicidad;
si % |G 26-50 alta toxicidad y si % 1G < 25 severa toxicidad.

Analisis estadistico

Los datos de los indicadores e indice de germinacion se analiza-
ron a través de un analisis descriptivo, analisis de varianza y una prueba
de comparacién de medias de Tukey (p < 0.05) para determinar si exis-
ten diferencias significativas entre las lombricompostas. Ademas se de-
termind el coeficiente de correlacion Pearson entre los indicadores del
suelo que influyen en la fitotoxicidad (pH, CE, Corganico, Ntotal, P) y €l indi-
ce de germinacion medido a través de porcentaje de las diferentes plan-
tulas (cebada, rabano y frijol), empleando el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVI (Stat Point Technologies 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de las lombricompostas

En el cuadro | se muestran los resultados de los indicadores se-
leccionados para evaluar la calidad de las diferentes lombricompostas.
El valor de pH se encontré dentro del intervalo que establece la NMX-
FF-109, asi como los valores de la CE, MO, relacion C/N, Nt y la Dap.
Respecto a la CIC, la lombricomposta L2 presentd un valor menor a lo
que establece la normatividad (< 40), lo que indica que parte del mate-
rial organico no fue debidamente humificado y por lo tanto puede oca-
sionar fitotoxicidad a las plantas (Ch'ng et al. 2013).

La relacion C/N es un indicador de la madurez de las lombricom-
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postas y debe ser menor a 20 como lo sefiala la normatividad mexicana,

a menos que permanecieran materiales lignocelulésicos en los residuos
organicos (Emino y Warman 2004; Negi y Suthar 2013). En el caso de
las lombricompostas evaluadas en este trabajo, la relacién C/N fue me-

nor a 20, por lo que se consideran maduras.

CUADRO |. INDICADORES FiSICOS Y QUIMICOS DE LAS DIFERENTES

LOMBRICOMPOSTAS
Parametro L1 L2 L3 L4 Ngﬂé(;;o1oo79
oH12(olv) 662008  68%003 612003  70%005  55-84
CE(@Sm') 0080002 0.076:0.02 0.087+0.02 0.0730.12 <4
CIC[Cmol(+)kg] 632+022 3312027 506429  515%0.86 > 40
MO (%) 4384028  313+115 3558041 313+041  20-50
Coginico (%) 2544016 1812067 2054018  18.10.24 :
CIN 186£034  147:036  158+069  15.1:0.83 <20
Nioiat (%) 134003 12#003 132005 124005 1-4
P (%) 0024115 0024215 004425 004135  0.15-15"
c/P 12704124 9058005 5125415 45254005 = 300-< 2008
Dap(gom?) 05001  04#001  06:008 074002  04-09
Pb (mg kg) 0.081 0.025 Nd 0.003 100
Cr (mg kg 0.003 0.008 Nd Nd 120
Cd (mg kg nd 0.012 Nd Nd 2
Ni (mg kg-) 0.121 0.004 0.009 0.004 20

CE = Conductividad eléctrica, Dap = Densidad aparente, CIC = Capacidad de intercam-
bio catidénico, MO = Materia organica.
*Intervalo de P (Soto y Meléndez 2004). SIntervalo relacion C/P (Nufiez 2007)

Una relacion C/N alta (> 50) puede provocar la inmovilizacién del
N y una relacion baja (< 10) ocasionaria toxicidad por amonio si se apli-
ca como enmienda organica, lo que dependera de los residuos organi-
cos empleados (Majlessi et al. 2012). Por lo tanto, es imprescindible
valorar la relacidn amonio/nitratos, la cual varia dependiendo de las ma-

terias primas, pero en general un abono inmaduro tendra mayores nive-
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les de amonio que nitratos (Soto y Meléndez 2003). Ch'ng et al. (2013)

reportaron una relacion C/N de 19.8 con una concentracion de NH4-N de
63 mg L' y NOs-N de 42 mg L"al final del proceso de compostaje de la
mezcla de residuos de hojas de piia trituradas, gallinaza y melaza.

Por otro lado, Pérez et al. (2011) reportan una relacion C/N de 8
en lombricompostas obtenidas a partir de residuos de hortalizas y es-
tiercol vacuno. Por su parte Olivares et al. (2012) mencionan que la
lombricomposta a partir de estiércol de ganado vacuno y aserrin tuvo
una relacion C/N de 7, estos valores indican una humificacion completa
de los residuos organicos.

En cuanto a la concentracién de P, fue mayor en las lombricom-
postas obtenidas a partir de los lodos residuales de la industria lactea
(Cuadro I); sin embargo, su valor es menor a lo que reportan Soto y
Meléndez (2003) de 0.15 a 1.5 % en abonos de lodos residuales muni-
cipales. Barik et al. (2011) reportaron que con una lombricomposta a
partir de residuos de cosecha y estiércol de ganado vacuno en una pro-
porcidn 1:1 (p/p) tuvieron concentraciones de P de 0.19 a 1.02 %. La
mineralizacién ocurre por la acidez provocada por los microorganismos
en la descomposicion de la materia organica y esto provoca un aumento
en la solubilizacion de P, dado por las enzimas llamadas fosfatasas que
se localizan en el intestino de la lombriz (Suthar et al. 2012) y la des-
composicion influenciada por la temperatura, el pH, la aireacién, la natu-
raleza de los residuos organicos y la relacion C/P. En este punto, si la
relacion C/P es igual o menor a 200, es de esperarse la mineralizaciéon
del P organico durante la descomposicion de la materia organica; si por
el contrario, dicha relacion es igual o mayor a 300, ocurrira una inmovili-
zacion del P inorganico durante el mismo proceso (Nufiez 2007). Las

lombricompostas evaluadas presentaron una relacion C/P mayor a lo
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que menciona el autor (Cuadro 1), por lo que con este parametro se

puede indicar que no hubo una adecuada mineralizacion de los residuos
organicos.

Respecto a la concentracion de los metales evaluados (Pb, Cr,
Cd y Ni) en las diferentes lombricompostas, su valor fue mucho menor a
lo que establece la normatividad mexicana, con esto las lombricompos-
tas pueden ser empleadas como enmiendas organicas para mejorar la
calidad de suelos que se encuentran deficientes de materia organica.
Los abonos organicos de residuos vegetales por lo general presentan
bajos niveles de metales pesados, mientras que aquellos obtenidos a
partir de residuos organicos urbanos e industriales tienen una alta con-
centracion, lo que retrasa la madurez de los abonos (Paradelo et al.
2008). Condicion que no se presentd en las lombricompostas de lodos
residuales de la industria lactea, obtenidas en este trabajo.

La concentracion total de metales pesados es un indicador util
de contaminacidon presente en los abonos organicos que seran aplica-
dos como enmiendas, pero no provee informacién de metales disponi-
bles para las plantas, lo que depende de su forma quimica (especiacion)
(Basanta et al. 2007). Por otra parte, la lombriz participa como organis-
mo que bioacumula metales pesados y por lo tanto reduce los niveles
de toxicidad en el sustrato, es por eso que este organismo ademas de
elaborar lombricomposta es considerado un bioacumulador de metales
del ambiente (Del Aguila et al. 2011).

Prueba de fitotoxicidad
En las figuras 1, 2 y 3 muestran los resultados de la prueba de
fitotoxicidad de las lombricompostas evaluado mediante el indice de

germinacion (IG), se observan diferencias estadisticamente significati-
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vas (p < 0.05) entre las lombricompostas y el control.

En la prueba con cebada, las lombricompostas L1, L2 y L3 pre-
sentaron un % |G > 100. Cuando el valor de IG sobrepasa el 100 %,
indica la presencia de nutrimentos o sustancias promotoras de la germi-
nacion. La lombricomposta L4, tuvo un |G de 57.2 % este valor la clasi-
fica como moderadamente téxica de acuerdo a Martignon (2009).

Moldes et al. (2007) mencionaron que las gramineas son menos
sensibles que otras especies a la presencia de sustancias téxicas. Pa-
radelo et al. (2008) reportaron que la cebada no es una especie ade-
cuada para discriminar entre lombricompostas fitotéxicas y no fitotoxi-
cas. Sin embargo, Ch'ng et al. (2013) reportaron un IG de 80 % con
semillas de maiz, lo cual sugiere que la mezcla de residuos de hojas de
pifia triturada, gallinaza y melaza fue libre de sustancias toxicas y por lo

tanto el producto se considera maduro.

120

100

80

60

% indice de Germinacion

40

20

L4 Control

Fig. 1. Porcentaje del indice de germinacién en semillas de cebada (Hordeum vulgare
L.) al exponerlas a los extractos de las lombricompostas. ANOVA + Tukey (p <
0.05).
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En la prueba con frijol las cuatro lombricompostas presentaron

una moderada fitotoxicidad (51-75 %) de acuerdo a Martignon (2009)
(Fig. 2). En este caso, las semillas de esta leguminosa fueron mas sen-

sibles a los extractos acuosos de los productos. Rivera et al. (2005) se-
Aalaron que las leguminosas son mas susceptibles que las gramineas a
la exposicion de sustancias toxicas y por lo tanto estas especies pueden
ser empleadas como bioindicadoras de la madurez de abonos organi-
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Fig. 2. Porcentaje del indice de germinacién en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
al exponerlas a los extractos de las lombricompostas. ANOVA + Tukey (p <
0.05).

En el caso de las semillas de rabano, el extracto acuoso de la
lombricomposta L2 fue la unica que presenté un % IG > 100 (Fig. 3), lo
que indica un efecto de bioestimulacion. La respuesta de este estimulo
se considera como una alerta potencial, debido a que la bioestimulacién
es a menudo asociada a una respuesta adaptativa de homeostasis para
incrementar su defensa natural contra el estrés (Calabrese y Baldwin

2003). Caso contrario, las lombricompostas L1, L3 y L4 ocasionaron una
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moderada fitotoxicidad (51-75 %) como para frijol. Estévez et al. (2012)

reportaron que en lechuga, otra especie de hortaliza, el indice de germi-
nacién al evaluar abonos organicos fue de 83 a 94 %, porcentaje que
sefala la ausencia de sustancias toxicas y por lo tanto se podrian apli-
car al suelo como mejoradores, estos mismos autores mencionan que
las semillas de hortalizas ofrecen excelentes resultados en la prueba de

fitotoxicidad.
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Fig. 3. Porcentaje del indice de germinacion en semillas de rabano (Raphanus sativus
L.) al exponerlas a los extractos de las lombricompostas. ANOVA + Tukey (p <
0.05).

El cuadro Il muestra los resultados de la correlacion entre los
parametros fisicos y quimicos y el indice de germinacién de las semi-
llas.

En cebada se presentaron correlaciones significativas y positivas
(p<0.05) entre la prueba de fitotoxicidad y la concentracién de MO, C.-
ganico Y P, mientras rabano sélo se presentd correlacion significativa y

negativa con la concentracion de P, lo que sugiere que a mayor concen-
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tracién de P disponible en las lombricompostas se obtendra un decre-

mento en el IG de las semillas, por lo que es importante verificar éste
parametro en el proceso de lombricompostaje.

El modelo ajustado explica el 37.7 % de la variabilidad en |G de
rabano, el coeficiente de correlacion es -0.6098, lo que indica una rela-
cion moderadamente fuerte entre las variables, mientras que para ce-

bada el modelo explica el 47.5 % (Cuadro Ill).

CUADRO. Il. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE LOS
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE FITOTOXICIDAD E INDI-
CADORES QUIMICOS DE LAS DIFERENTES LOMBRICOM-

POSTAS

IG
IG C R F pH CE MO Corg. CIN Niotal P
C 1.0 03832 -0.0260 -0.1255 0.1333  0.4888* 0.4127* 0.2141 0.3570 -0.6894*
R 1.0 0.1862  0.3512 -0.1779  -0.1058 -0.1022 -0.1012 -0.1845  -0.6098*
F 1.0 -0.1590 0.2164  -0.1985 -0.2014 -0.3584  0.0210 0.0169

C= Cebada, R= Rabano, F= Frijol, CE: Conductividad Eléctrica, MO: Materia Organica.
*correlacion significativa (p < 0.05).

CUADRO Ill. REGRESION LINEAL ENTRE EL IG Y LA CONCENTRACION

DE FOSFORO.
IG=m(x)+b
Plantula M b R? p
Cebada - -0.6659 397.75 47.5% 0.0000
Rabano 2556.26 160.01 37.7% 0.0003

x = fésforo, m = pendiente, b = intercepto, R? = coeficiente de determinacion. * = nivel de
significancia al 95 %

Betencourt et al. (2012) mencionaron que la concentracion de P
debe estar entre 0.1 y 1.6 %, atribuyéndose en cierta medida a que la
concentracion depende de la cantidad de materia organica y el pH del

sustrato en el compostaje, debido a que la materia organica al descom-
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ponerse libera gran cantidad de acidos organicos que solubilizan los

fosfatos y el pH provoca que elementos como el Al y Fe se neutralicen y
permitan la movilizacién del P. Pero si existe una concentracion elevada
de P en los abonos organicos, una vez que se incorporen al suelo, satu-
ran los sitios de intercambio, lo que ocasionaria que el P sea estable y
por lo tanto menos aprovechable para las raices de las plantas y micro-

organismos.

CONCLUSIONES

La problematica que se presenta en la generacion de los resi-
duos organicos es una constante de esta época, las acciones de recicla-
je y reduccién son procesos fisicos y quimicos que resultan costosos,
por lo que el emplear técnicas de lombricompostaje reduce el precio de
produccion y es una alternativa para descontaminar el ambiente.

Por los indicadores que establece la normatividad mexicana las
lombricompostas evaluadas en este trabajo son adecuadas para aplicar-
las como enmiendas organicas con el fin de mejorar la cantidad de ma-
teria organica de suelos degradados. Sin embargo, la relaciéon C/P indi-
cd que no existio una buena mineralizacién de los residuos organicos
empleados, lo que no limita su empleo.

Los bioensayos con semillas probaron que dichas lombricompos-
tas pueden ocasionar una fitotoxicidad moderada a las plantas. Por lo
que esta prueba es una herramienta complementaria a la evaluacion de
indicadores fisicos, quimicos y biolégicos. La prueba de fitotoxicidad con
semillas indicé que la lombricomposta L4 que se obtuvo a partir de 40 %
de lodos lacteos, 20 % estiércol y 40 % rastrojo de maiz presentd una

moderada toxicidad para las tres semillas empleadas en este trabajo
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(cebada, frijol y rabano) de acuerdo al indice de germinacion. Con estos

resultados esta lombricomposta se debe aplicar con reservas para me-

jorar las condiciones de suelos dedicados a la agricultura.
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