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AF.1.0. Composicion quimica del fruto de tomate cultivado
en lodo industrial textil
Chemical composition of tomato fruit cultivated in textile
sludge

Benavides-Mendoza, Adalberto1; Narvaez-Ortiz, WiIIian—AIfredo1; Fuentes-Lara, Laura
Olivia'; Reyes-Sanchez, Laura Bertha®?.

"Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Departamento de Horticultura, 00-52-
844-411-0303; 2Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, Departamento de Ciencias Agricolas 00-52-55-1113-2614,

abenmen@uaaan.mx; williamnarvaezo@hotmail.com; loflara@yahoo.com.mx;
Ibrs@unam.mx

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de lodos residuales textiles aplicados
en un sustrato de peat moss y perlita sobre la produccion y composicion quimica del
fruto del tomate. Los lodos fueron caracterizados con la NOM-004-SEMARNAT-2002 y
NOM-021-RECNAT-2000. El tomate de la variedad Rio Grande fue trasplantado a
macetas de plastico de 14 litros con sustrato de peat moss y perlita (70:30 en volumen)
en donde se mezclo el lodo textil en concentraciones de 0, 5, 10, 15y 20% con base en
volumen. La nutricion se hizo con la solucion Steiner. Los lodos mostraron
caracteristicas adecuadas para su uso agricola segun la NOM-004-SEMARNAT-2002.
La concentracion de elementos minerales en los frutos aumentdé en un 0.14% para el
Na y en 15 y 223 mg kg™ para el Zn y Fe, respectivamente. En cambio para el K
disminuyé en 0.58% al igual que para el Mn con un valor menor en 22 mg kg". El
contenido de N, P, Ca, Mg y Cu no mostré cambios significativos. El pH de los frutos
no fue distinto entre los tratamientos, mientras que la vitamina C y los s6lidos solubles
totales mostraron aumentos hasta de 36% y 52%, respectivamente, en los tratamientos
con lodos, efecto atribuido a la aportacion de sales solubles de los lodos. No se
encontré evidencia de transferencia de metales pesados y coliformes fecales del lodo
textil a los frutos mas alla de los valores permitidos por las normas ambientales y de
salud. En cambio si se detecto la presencia de huevos de helmintos en valor mayor al
permitido por la norma en los frutos de plantas tratadas con la mayor concentracion de
lodos.

Palabras Clave: Residuos industriales, fertilizantes, biosélidos, produccion de
hortalizas.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the effect of sewage textile sludge applied in the
plant substrate on chemical composition of tomato fruit. The textile sludge was
characterized with the NOM-004-SEMARNAT-2002 and NOM-021-RECNAT-2000.
Tomato plants of the variety Rio Grande was transplanted to plastic pots of 14 liters with
peat moss and perlite (70:30 on volume). The textile sludge was mixed to the substrate
in concentrations of 0, 5, 10, 15 and 20% in volume basis. Fertilizers were applied with a
Seiner nutrient solution. The sludge showed adequate characteristics for agricultural use
according to the NOM-004-SEMARNAT-2002. The concentration of mineral elements in
fruits increased by 0.14% for Na. For Zn and Fe the concentration increased 15 and 223
mg kg™, respectively. On the other hand, K decreased by 0.58% and Mn showed a
value smaller by 22 mg kg'1. The level of N, P, Ca, Mg and Cu had not significant
changes. The pH of the fruit did not vary due to the application of sewage sludge, while
the vitamin C and total soluble solids showed an increase up to 36% and 52 %,
respectively, in the treatments with sludge, effect attributed to the contribution of soluble
salts of the sewage sludge. No evidence was found for transfer of heavy metals and
fecal coliform from the textile sludge to fruits beyond those permitted by the
environmental and health standards. Furthermore, we detected the presence of helminth
eggs in value greater than allowed by the standard in the fruits of plants treated with the
highest concentration of sludge.

Keywords: Industrial sludges, fertilizers, biosolids, vegetable production.

INTRODUCCION

El aumento en la produccién de lodos residuales vuelve mas dificultoso encontrar sitios
para el confinamiento de estos materiales (Mectalf & Eddy, 1995). Aunque la adecuada
disposicion de los lodos recibe gran atencion (Campos-Medina et al., 2011), otras
alternativas como su aprovechamiento agricola pueden ser opciones atractivas
(Benavides-Mendoza et al., 2007). Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que los
lodos pueden aportar microorganismos patogenos (Miralles et al., 2002) y metales
pesados (Walter et al., 2002) a los suelos y plantas en donde se aplican.

La estabilizacion de los biosdlidos municipales y de los lodos industriales es una
alternativa para aminorar los inconvenientes antes mencionados ademas de evitar la
presencia de malos olores (Aravena et al., 2007). En el caso especifico de los lodos
textiles se esperan menos problemas relacionados con olores, contenido de metales
pesados o carga microbiolégica patogénica (Benavides-Mendoza et al., 2007), por ello
es posible plantear el uso de estos lodos en crudo, es decir, sin tratamiento previo,
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disminuyendo el costo asociado al compostado u otros tratamientos lo cual facilitaria el
uso agricola.

En la actualidad se dispone de poca informacion sobre el uso agricola de los lodos
crudos, por lo que los objetivos de este trabajo fueron determinar si la aplicacién de
lodos textiles crudos al sustrato origina cambios negativos en la produccion y
composiciéon quimica de fruto de plantas de tomate y si, por otra parte, si el fruto
cosechado presenta transferencia de metales pesados o patdgenos por parte del lodo,
bajo la hipbtesis que los lodos crudos sea una fuente positiva de fertilizantes.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se efectué en un invernadero de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila, México, en la latitud Norte de 25° 23’y
longitud Oeste 101° 02’, con una altitud de 1743 msnm. Se emplearon lodos textiles de
la empresa Fabrica La Estrella, S.A. de C.V. productora de mezclilla, situada en el
municipio de Parras de la Fuente, Coahuila. Los lodos crudos fueron recolectados del
centro de confinamiento de la empresa y se analizaron en el laboratorio Intertek Testing
Services de México, S. A de C. V. acreditado para la NOM-004-SEMARNAT-2002 para
verificar la presencia de coliformes fecales, Salmonella spp, huevos de helmintos,
metales pesados y metaloides arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel
y zinc. Adicionalmente se determind la salinidad, sodicidad, las caracteristicas fisicas y
de fertilidad segun la NOM-021-RECNAT-2000. Los lodos fueron combinados con
sustrato de peat moss y perlita (70:30 en volumen) en concentraciones de 0, 5, 10, 15y
20% en volumen. Las mezclas fueron colocadas en macetas plasticas color negro de 14
L.

Como material biologico se utilizé tomate (Solanum lycopersicum) de la variedad “Rio
Grande” que fue sembrado en charolas de 200 cavidades utilizando como sustrato
peatmoss y perlita (70:30). 30 dias después de la siembra las plantulas fueron
trasplantadas a las macetas que contenian las mezclas de sustrato y lodo. Para la
nutricion del cultivo se aplico solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961) al 25, 30, 50, 75 y
100% de acuerdo a la etapa de crecimiento, mediante un sistema de riego por goteo
con un gasto de 4 litros por hora. Se realizaron cinco cosechas de fruto y, en los frutos
del tercer corte (97 ddt), cuarto corte (104 ddt) y quinto corte (114 ddt), en la etapa seis
- rojo (USDA, 1997) se midio el contenido de vitamina C usando el método volumétrico
de la AOAC (1990). En un macerado de los mismos frutos se determin6 el pH con un
potenciometro de la marca HANNA modelo COMBO vy el contenido de solidos solubles
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totales con un refractometro pocket PAL-1. El contenido de minerales fue determinado
en frutos obtenidos en los mismos cortes antes mencionados. Para la determinacién del
nitrogeno total se usé el método del micro Kjelhdal (AOAC, 1980a), mientras que para
el fosforo se utiliz6 un método colorimétrico (AOAC, 1980b), el potasio, calcio,
magnesio, sodio, hierro, manganeso, cobre y zinc se determinaron por medio de un
espectrofotometro de absorcion atomica de la marca Varian AA-1275 (Fick et al., 1976).
El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con 15 repeticiones siendo
la unidad experimental una maceta con una planta, sobre los datos se realizaron
analisis de varianza y pruebas de Tukey (p=0.05), en el Statistical Analysis System
version 9,0 (SAS 2002).

Se determind la presencia de microorganismos y metales pesados en los frutos, para
ello se tomo6 un kilogramo de muestra de frutos de tomate en la etapa seis (USDA,
1997) durante el transcurso del primer corte y se analizé en un laboratorio acreditado
para la NOM-004-SEMARNAT-2002. Los resultados reportados se consideraron como
un indice de la transferencia de microorganismos y metales del lodo a los fruto.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis microbiolégico del lodo textil. El lodo textil mostré 2.7x10° coliformes
fecales por gramo de peso seco. De acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002 se
clasifico como tipo C siendo posible su uso con fines agricolas. Salmonella spp. Se
encontré ausente y el contenido de huevos de helminto (0.5 por gramo en base seca)
fue mucho menor al limite indicado por la norma (<1HH/gST).

Analisis de metales pesados y fisicoquimico del lodo industrial textil. Segun la
NOM-004-SEMARNAT-2002 los lodos textiles se clasificaron como excelentes porque
en todos los casos los metales pesados y metaloides estuvieron por debajo de los
limites maximos permisibles (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Contenido de metales pesados y metaloides del lodo textil crudo proveniente de la
Fabrica La Estrella, S. A. de C. V. (FLESA).

Limite maximo permisible NOM-004-SEMARNAT-2002

Parametro Resultados Excelentes Parametro Resultados Excelentes
mg Kg” mg kg’

Arsénico 0.165 41 Plomo 17.6 300

Cadmio 2.56 39 Mercurio 7.991 17

Cromo 66 1200 Niquel 22 420

Cobre 323 1500 Zinc 285.7 2,800

Analisis fisico del lodo textil. El lodo textil presenté una textura franco arcilloso, con
una densidad aparente 1.052 g cm™ y un 58% de porosidad. El lodo presentd un
contenido 4.69% de materia organica y un 3% de carbonatos.

Analisis de salinidad y sodicidad en extracto de saturacion de los lodos textiles.
Los lodos presentaron una conductividad eléctrica extremadamente alta y pH alcalino
(NOM-021-RECNAT-2000). Valores altos de cloruros y bicarbonatos, moderadamente
bajos los sulfatos, muy bajo potasio, una presencia media de sodio y sin presencia de
carbonatos (Richards, 1980) (Cuadro 2). Precisamente por el gran aporte salino de los
lodos fue necesario utilizarlos en mezcla con peat moss para diluir las sales presentes.
Estudios anteriores indicaron que el maximo contenido de lodos textiles en base a
volumen es de 25% (Benavides-Mendoza et al., 2007).

Cuadro 2. Analisis de salinidad y sodicidad de los lodos textiles aplicados al sustrato de las
plantas de tomate.

Parametro Resultado Parametro Resultado
Conductividad 20.8 mS cm’” Bicarbonatos 5.12 meq L™
eléctrica
pH 8.4 Sulfatos 21.95 meq L™
Cloruros 15.5 meq L™ Carbonatos 0.0
Sodio 3.7 meq L’ Potasio 0.97 meq L™

Analisis de fertilidad del lodo textil. La concentracion de elementos minerales se
encontraron muy bajas y moderadamente bajas para el N, P y S. Mientras que para el
Ca, Zn, Fe y Mg presentaron valores muy altos (NOM-021-RECNAT-2000) (Cuadro 3).

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 17



ISBN: 978-9968-641-26-5

Cuadro 3. Contenido mineral en base seca y clasificacion de acuerdo al contenido de los lodos
textiles aplicados al sustrato de las plantas de tomate.

Parametro Resultados Parametro Resultados
mg kg™ mg kg
Nitrégeno 0.1 muy bajo Zinc 56 muy alto
Fosforo 4 muy bajo Hierro 7 muy alto
Azufre 7 moderadamente bajo Magnesio 1412 muy alto
Calcio 11500 muy alto Manganeso 14 moderadamente alto

Contenido de minerales en el fruto. Los resultados de minerales en el fruto se
muestran en el Cuadro 4. EI N, P, Ca, Mg y Cu no sufrieron cambios asociadas con la
aplicacion de los lodos. La unica excepcion se presentd con la concentracion de Ca en
el quinto corte en donde este elemento disminuyé en los tratamientos de mayor
concentracion de lodos. Por su parte, el Na, Zn y Fe mostraron tendencia a
incrementarse en presencia de los lodos. La concentracion de Na en los frutos depende
directamente de la cantidad de sodio en la solucién nutritiva (Dorai et al., 2001). El caso
del Fe puede suponerse que la absorcion se viera aumentada por la materia organica
del lodo (Romheld and Nikolic, 2007), mientras que la mayor concentracion de Zn se
observa en condiciones de salinidad, al parecer para promover mayor actividad
enzimatica antioxidante (Tavallali et al., 2010). Por su parte el Ky Mn se acumularon en
menor cuantia en los tratamientos con lodos. Es posible que la disminucion en el K se
deba a la competencia con Mg (Merhaut, 2007), elemento aportado en gran cantidad
por los lodos. En cuanto al Mn se ha reportado que su acumulacién en los tejidos
disminuye en condiciones de salinidad (Aktas et al., 2005). Si bien se menciona que los
lodos constituyen una fuente de macro y micronutrimentos (Ortiz-Hernandez et al.,
1995), al verificar los resultados del contenido de minerales en el lodo textil, no parece
haber correlacion entre estos y lo obtenido en los frutos. Es posible que esto de deba
por una parte a que las plantas recibieron aportes de minerales de una solucion
nutritiva, no requiriendo exclusivamente de los minerales del lodo para la absorcion de
nutrientes y, por otro lado, al hecho de que los nutrimentos minerales de los lodos se
liberen lentamente o estén poco disponibles (Cogger et al., 2004), o bien que su
concentracion sea baja como normalmente ocurre para el N (Roberts et al., 1988) y el
K (Ozores-Hampton et al., 2005).
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Cuadro 4. Resultados de la prueba de medias de Tukey (0.05) para el contenido de minerales
en fruto en diferentes cortes en plantas de tomate en donde se aplicaron lodos
textiles en diferente concentracion al sustrato.

Trat. N P K Ca Mg Na Zn Cu Mn Fe
% mg kg™’

Tercer corte
0% 164a 058a 24bc 0.11a 0.22a 0.15b 34.1a 6.3a 19.05 a 197.2 a
5% 166a 04ab 29ab 0.12a 0.29a 0.14b 28.5a 53 a 14.7 ab 51.08 d
10% 1.93a 04ab 323a 0.177a 0.29a 0.23ab 36.2a 6.7 a 15 ab 928¢c
15% 1.96a 04ab 204c 0.13a 0.26a 0.17ab 325a 5.7 a 14.4b 73.4 cd
20% 1.69a 034b 32ab 0.17a 029a 029a 249a 4.7 a 13.5b 132.7b

Cuarto corte
0% 1.59a 053a 287a 007a 0.2a 0.12b 28.8 b 7.0ab 29.8a 220.0c
5% 1.52a 0.39a 24abc 0.10a 0.19a 0.19ab 4409a 96a 25Db 26.05d
10% 190a 042a 28ab 0.10a 0.23a 0.23a 26.4b 6.1ab 109c 333.2b
15% 198a 045a 229c¢ 0.14a 0.23a 0.17ab 311b 56b 83c 263.2¢c
20% 164a 036a 24bc 0.06a 024a 0.12b 2823b 47b 7.7c 4431 a

Quinto corte
0% 1.76a 052a 3.17a 0.19a 0.28a 0.16abc 319ab 6.9a 14.5a 85.3 bc
5% 161a 0.39a 3.23a 0.1ab 0.29a 0.22ab 22.7c 47ab 10.8b 169.6 a
10% 188a 044a 3.13a 0.04b 0.26a 0.08c 40.1a 44b 147a 69.02 c
15% 1.75a 043a 3.02a 0.03b 0.23a 023a 327ab 56ab 11.3b 80.9 bc
20% 1.84a 038a 27a 0.03b 0.23a 0.13bc 29.3bc 5.0ab 11.6ab 103.0b

Medias con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukey P < 0.05).

Contenido de vitamina C en frutos. Solo en uno de los cortes se presentaron
diferencias significativas en el contenido de vitamina C en los tratamientos con lodos
(Figura 1). Las plantas tienen la habilidad para acumular antioxidantes como la vitamina
C y los acidos organicos en presencia de salinidad (Krauss et al., 2006), se esperaria
por ello que en todos los cortes se tuviera mayor contenido de vitamina C. Sin embargo,
la respuesta también es dependiente de otros factores como la temperatura y la
irradiancia (Fanasca et al., 2007), lo cual pudiera explicar la ausencia de diferencias en
los otros cortes.
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de lodos industriales textiles en el contenido de vitamina C en

fruto de tomate. Los promedios con la misma literal no fueron estadisticamente
diferentes segun Tukey (P<0.05).

pH en frutos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. El valor mas alto se observo en el tratamiento al 20% de lodo textil con un
pH de 4.68 y el mas bajo en el tratamiento 5% con un pH de 4.13. Resultados similares
fueron obtenidos usando aguas residuales en la produccion de tomate (Al-Lahham et
al., 2003). Los valores de pH del fruto se encontraron dentro de los estandares
publicados (Cantwell, 2006).

Sdlidos solubles totales en frutos. Se encontraron diferencias significativas tanto
para el tercero como el cuarto corte obteniendo el porcentaje mas alto de soélidos
solubles con el tratamiento al 20% de lodo textil. Es muy posible que este efecto esté
dado por la salinidad aportada por los lodos, ya que se sabe que la conductividad
eléctrica de la solucion presenta un impacto positivo sobre los sélidos solubles en el
fruto (Dorai et al., 2001).
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Figura 2. Efecto de la aplicacion de lodos industriales textiles en los sdlidos solubles totales de
frutos de tomate. Los promedios con la misma literal no fueron estadisticamente
diferentes segun Tukey (P<0.05).

Cantidad de microorganismos patégenos y metales pesados en frutos de tomate.
La cantidad de coliformes fecales en los frutos se encontré dentro de los limites
permisibles establecidos por la NOM-093-SSA1-1994 (Cuadro 7). Un resultado
parecido fue obtenido para los huevos de helmintos, a excepcion del tratamiento con
lodo textil al 20% el cual rebasé la cantidad recomendada por la NOM-004-
SEMARNAT-2002. Esta ultima aunque no es una norma aplicada a alimentos,
constituye un indicador de la posibilidad de transferencia de los patogenos del lodo
hacia los frutos.

En todos los frutos analizados se encontré Salmonella, a pesar de que el analisis del
lodo y del agua de riego mostré ausencia de la misma. Los resultados apuntan a una
fuente de contaminacion diferente a los lodos, ya que las esporas de estas bacterias
pueden alojarse en estomas u otras estructuras (Sturz et al., 2000).
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Cuadro 7. Analisis microbiologico de los frutos de tomate sometidos a lodos textiles crudos
provenientes de la Fabrica La Estrella, S. A. de C. V. (FLESA).

Parametro Testigo (0%) 5% 10% 15% 20% Limites permisibles Fuente

Coliformes

fecales <3.0 <30 <30 <30 <30 <3.0 NOM-093-SSA1-1994
(NMP/Gst)

Salmonella

(NMP/Gst) <3.0 <30 <30 <30 <30 Ausente/25gr RTCA (2009)

Huevos de

Helmintos <0.5 <0.5 0.5 0.5 1.5 <1.0 NOM-004-SEMARNAT
HH/gST 2002

NMP= Numero mas probable HH= Huevos de helminto

Los analisis de metales pesados en los frutos de tomate resultaron en que el testigo y el
tratamiento al 5% de lodo textil presentaron contenidos altos de Cd (Codex 1995). Los
valores de 42.5 y 27.5 mg kg, respectivamente, son inclusive mayores a los
encontrados en experimentos con aplicacion controlada de CdCl (Gratao et al., 2008).
La presencia de Cd en los frutos del tratamiento testigo indica una posible fuente
externa de contaminacion (Benavides et al., 2005). El Ni aparecié como detectable en
los tratamientos al 5, 15y 20% de lodo textil con un rango de concentracion entre 32 y
61 mg kg™, reportados como valores normales (Brown, 2007), sin mostrar asociacion
con la concentracion del lodo en el sustrato. Para el caso de As, Cr, Cu, Pb y Hg no
hubo presencia detectable de estos metales en los frutos.

CONCLUSIONES

La aplicacion de lodos industriales textiles crudos al sustrato no provoco efectos
estadisticamente diferentes en el contenido de minerales de los mismos.

La vitamina C en frutos presento un incremento estadisticamente significativo al aplicar
lodos industriales textiles al 10%, el pH de los frutos no se ven modificados por la
presencia de lodos textiles y el contenido de sdélidos solubles totales del fruto se
incrementaron significativamente al aplicar un 20% de lodo industrial al sustrato.

No se encontrd evidencia de transferencia de metales pesados por parte de los lodos
textiles.

Se observo presencia de coliformes fecales y salmonella por debajo del limite
permisible en los frutos de tomate tanto en los tratamientos testigo como en los
tratamientos con lodos.
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Se encontré presencia de huevos de helmintos con niveles por encima del limite
maximo permisible en frutos de tomate en el tratamiento con 20% de lodo industrial
textil.
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RESUMEN

Los suelos de la costa Pacifica y su formacidén estan condicionados a los procesos
geomorfolégicos y biolégicos segun su area y su material parental, por lo que su
caracterizacion es de vital importancia para la fortalecer los programas de restauracion
de las zonas costera, para el establecimiento de material vegetal. Los suelos del litoral
son analizados en los primeros metros de costa de la franja de las playas de Callejones,
Venado y Marbella en Santa Cruz, Guanacaste (NW, Costa Rica).

En cada uno de estos tres sitios, se muestred de forma estratificada y aleatoriamente
en la linea de costa, colocando transectos de 50 metros de largo. En cada transecto se
ubicaron tres parcelas circulares de 5 metros de diametro en las cuales se extrajeron 4
submuestras de suelo, a las cuales se les caracterizo en el laboratorio para determinar
la distribucion edafica, segun la distancia con respecto al mar. Las condiciones edaficas
del area en estudio evidenciaron un patron en su distribucion espacial. Dicha gradiente
es generada por las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, como lo son: textura
(arenas, arcillas y limos, densidad, pH calcio, magnesio, fosforo, cobre, cinc y hierro;
ademas de las relaciones cationicas como: ClCe, Ca/K, Mg/K'y Ca+Mg/K y la presencia
de microorganismos, principalmente los actinomicetos que son relacionados con los
procesos de mineralizacién y la regeneracion de cobertura vegetal. Para el caso del
potasio, la relacion Ca/Mg, asi como las baterias, los hongos y la materia organica no
se vieron relacionados con la composicion de la zona costera. Con este trabajo se
integra la etapa de caracterizacion edafolégica de las zonas costeras del pacifico norte,
que servira de fundamento para programas de restauracion costera posteriores que se
comienzan en relacion con el uso y manejo sostenible del ecosistema costeros.
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ABSTRACT

The soils of the Pacific coast and its formation are conditioned to geomorphological and
biological processes according to the area and parental material, so its characterization
is vital for strengthening programs for restoration of coastal areas. Coastal soils are
analyzed in the first 50 meters of Venado, Marbella y Callejones beaches, Santa Cruz,
Guanacaste (NW, Costa Rica). In each of these three sites was sampled randomly
stratified in the shoreline, placing transects 50 meters long. Each transect have three
circular plots of 5 m diameter in which four sub-samples were placed to extract soil
samples. Each transect was characterized to determine the soil distribution, according to
the distance from the sea. The soil conditions in the study area showed a pattern in their
spatial distribution. Such gradient is generated by the physical and chemical
characteristics of the soil, such as: texture (sand, clay and silt, density, pH, calcium,
magnesium, phosphorus, copper, zinc and iron, as well as cationic relations: ICC, Ca /
K, Mg / K and Ca + Mg / K and the presence of microorganisms, particularly
actinomycetes are related mineralization processes and regeneration of vegetation.
Potassium and the relation between Ca / Mg as well as bacteria, fungi and organic
matter were not related to the composition of the coastal zone. This paper integrates soil
characterization stage of the northern Pacific coastal areas, which will serve as the basis
for subsequent coastal restoration programs that will begin in connection with the use
and sustainable management of coastal ecosystem.

Keywords: Soil, coast, coastal restoration.

1. INTRODUCCION

Las franjas costeras son ecosistemas insustituibles en sus funciones bioldgicas, y estos
representan la zona de transicidn entre el ecosistema marino y terrestre. Son zonas
extremadamente fragiles y vulnerables, atribuido a su dinamismo y dependencia a la
formacion, desarrollo y evolucion de procesos naturales. Sin embargo en la actualidad,
la mayoria de estos ecosistemas se encuentran degradados debido a su sensibilidad
frente a la accion humana (Odum y Barret 2006).

En Costa Rica, la franja de costa presenta caracteristicas geologicas y condiciones
climaticas muy particulares, en especial la costa pacifica, la cual se caracteriza por
abundante variedad de ecosistemas (MINAE y PNUMA 2002). Este tipo de vegetacion
se caracteriza por presentar condiciones ambientales limitantes para su desarrollo, lo
cual configura un habitat especifico segun su cercania al mar y las caracteristicas
geomorfologicas, edaficas y ambientales propias de las zonas (Gallego et al. 2003).
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Diferentes estudios y observaciones han expuesto que la cobertura vegetal responde a
las propiedades fisicas y quimicas de los suelos (Alfaro et al. 2001), por lo tanto el
conocimiento de las caracteristicas edaficas de las zonas costeras representa de
mucha importancia para establecer una linea base de informacion que permita un plan
de restauracion integral para la zona costera.

2. METODOLOGIA

La investigacion se realizo en la region del Pacifico Norte, en la franja costera de los 50
metros publicos (zona maritima terrestre, ZMT) de las playas Callejones(10°11°11” N,
85°49'30” W), Venado ((10°08’07” N, 85°47°51” W) y Marbella (10°05’18” N, 85°46'44”
W), del cantdn de Santa Cruz, provincia de Guanacaste, Costa Rica

La investigacion se llevo a cabo bajo la modalidad de un disefio no experimental. Se
definieron la instalacion de 8 transectos de 50 m de longitud, perpendiculares a lo largo
de la linea de costa. El inicio de los transectos se ubicé desde el punto de marea alta,
hasta 50 metros, en cada uno de los transectos se instalaron 3 parcelas circulares de
muestreo, se colectaron 8 muestras de suelo de cada distancia. A las cuales se les
analizé la textura, el pH, la materia organica, conductividad eléctrica y los elementos
esenciales (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu), mediante las técnicas estandarizadas de
Cervantes y Mojica (2003).

Con los datos obtenidos a partir del analisis de suelo, se efectud un analisis de varianza
y posteriormente se realizdé un analisis de Spearman. Para el analisis de componentes
principales se utilizé las variables de mayor peso en las correlaciones de Sperman,
determinado mediante el programa Infostat version 2011 (Di Rienzo et al. 2003).

3. RESULTADOS

Caracteristicas fisicas del suelo

De forma general, los suelos muestran caracteristicas fisicas muy similares. Son
arenosos en los primeros 30 metros de distancia con respecto al mar y conforme se
aleja del area intermareal se encuentran texturas franco arenosas. Segun el analisis de
varianza encontramos diferencias en los contenidos de arena y limo de los suelos entre
Ay B, no asi para B y C. Existe una diferencia estadistica en la densidad del suelo,
segun el analisis de varianza, entre la distancia A (1,540,242 con respecto a B
(1,14+£0,25)y C (1,06%£0,79) El comportamiento de los datos presentados esta
relacionado con las texturas encontradas en los sitios; en los primeros metros se
encontraron suelos mayormente arenosos (93 % de arena en promedio) con
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densidades 1,62 g/cm®, hasta variar a suelos franco arcillosos con contendidos
mayores de arcillas (22 % en promedio).

Caracteristicas quimicas de suelo

Los suelos analizados muestran valores de pH préximos a la neutralidad. Existe una
variacion segun la ubicacion de las distancias, donde el promedio mas alto (8,47) se
observa en el area mas cercana al mar, disminuyendo conforme se aleja de éste(7,14)
Segun el analisis regresion, se puede observar una significancia estadistica negativa,
(r=10,87, p<0,05). La acidez de los suelos estudiados es bastante estable en cada sitio
(0,1 cmol(+)/L) y no varia significativamente conforme la distancia con respecto al mar.

Los cationes de los suelos, presentan segun el analisis de varianza, diferencias
significativas en los elementos de calcio, y magnesio, no asi para potasio. En el analisis
de regresion, el calcio y magnesio presentan una regresion positiva (Ca: r= 0,87 y
p<0,05 y Mg: r=0,81 p<0, 05). Las diferencias en calcio y magnesio se centran en la
distancia A con B no; asi para los valores ubicados en C. El magnesio y el calcio varian
en valores medianos y altos. El potasio presenta valores altos en todas las distancias
(Cuadro 1).

La CICE vy la relacion entre calcio, magnesio y potasio tienen valores estadisticamente
significativos (p<0,05), para las tres localidades en las primeras dos distancias.

Cuadro 1. Cationes intercambiables de los suelos (cmol (+)/L), Santa Cruz,
Guanacaste, Costa Rica, Enero 2011

Elementos .. - . Referencia**
(cmol(+)L) Distancia* Valores medios ANDEVA Valores medios

Ca 3,87+1,67a

20,60+6,33b  f=39,73; p<0,05 4-6
24,61+3,54b

1,98+1,44a

4,871+1,93b f=15,79; p<0,05 1-3
6,15+0,27b

0,84+0,43

0,66+0,21 f=0,54, p=0,59 0,2-0,5
0,70+0,36

**Comparacion con la guia de interpretacion del MAG de forma general, Fuente:

Bertsch, 1987.
Datos con letra diferente = p<0,05.

Mg

Ow >» OW>rrOw>
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Los microelementos Cu, Fe y P presentan diferencias estadisticas significativas segun
el analisis de varianza. Para Mn y Zn los suelos no presentan diferencias estadisticas
significativas. Para el caso del analisis de regresion los elementos de Cu y Fe
presentan funciones positivas; Cu (r=0,91, p<0,05); Fe (r=0,72, p<0,05). Los elementos
manganeso Y el cinc no fueron significativos. En fésforo presenta una funcidn negativa
significativa (r=0,81, p<0,05) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Microelementos contenidos en las tres localidades muestreadas, Santa Cruz,
Guanacaste, Costa Rica, Enero 2011

Elemento Distancia* Valores ANDEVA Referencia
medios **
ppm Valores

medios
P A 4,15+0,72a f= 14,90, 12-20
B 2,90+0,64b  p<0,05
C 2,30+0,48b
Cu A 0,33t0,45a f=43,69, 0,5-1
B 1,83+0,80a  p<0,05
C 4,00+0,63b
Zn A 0,26+0,80 f=1,75, 2-3
B 0,81+0,71 p=0,20
C 0,87+0,58
Mn A 1,16+0,57 f=0,56, 5-10
B 1,66+0,49  p=0,58
C 1,33+0,67
Fe A 4,38+2,54a f=10,34, 5-10
B 15,338,350  p<0,05
C 18,00+£3,03b

Comparacion con la guia de interpretacion del MAG de forma general, Fuente: Bertsch,
1987.
**Datos con letra diferente = p<0,05

El analisis de varianza demostré que la conductividad eléctrica no se relaciona con la
distancia del mar; asi mismo el analisis de la regresion demostrd no ser significativa.
Sin embargo son valores altos para todo el perfil (A=50,70£25,22, B 60,29+28,23 y C
48,47+23,87). Segun las valoraciones de la carga microbiana de los suelos y el analisis
de varianza, no se observa una diferencia estadistica significativas en la cantidad de
bacterias y hongos, no asi para los actinomicetos, los cuales presentaron una diferencia
conforme la distancia al mar (A=2,15 x10°+2,72 x10°2, B=5,02 x10°+3,05 x10°b, C=6,37
x10°+1,96 x10°). Asi mismo la materia organica no evidencio diferencias significativas
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Analisis de distribucién espacial segun las caracteristicas quimicas

Se aprecia una relacion significativa (p<0,05) entre las variables fisicas, como la
densidad y las variables granulométricas (arcilla, limo y arenas) conforme la distancia
con respecto al mar. Las arcillas y los limos tienen una correlacion positiva con la
distancia, en cambio la arena tiene una correlacion negativa. En cuanto a los elementos
del complejo de cambio, los cationes de calcio y magnesio presentaron correlaciones
positivas significativas estadisticamente. Por otro lado el cobre y el cinc y el hierro
presentaron correlaciones significativas positivas, el caso del fésforo presento una
correlacion significativa pero de funcion negativa. En cuanto a las relaciones cationicas,
ClCe, Ca/K, Mg/K y Ca+Mg/K tuvieron correlacion significativa con la distancia y esta
fue una correlacion positiva.

Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales realizado estimé que con el primer
componente, se explica el 92 % de la varianza. Segun su distancia, las variables
relacionadas con la textura del suelo y los elementos de las relaciones de intercambio
ionico y el contenido de fosforo fueron las que caracterizaron de mejor forma la zona A;
asi mismo el elemento del fosforo. Por otro lado, los otros elementos como el calcio,
magnesio, los microelementos del cobre y del cinc y las relaciones i6nicas son los que
caracterizan en su mayoria tanto a B como C.

5,00

Cu

2,50 % Arcilla

Densidad % Limo

Mg/K

0,00

CP 2 (3,0%)
@

250 % Arena

5,00
5,0E+00 2,5E+00 0,0E+00 -2,5E+00 -5,0E+00
CP 1(97,0%)

Figura 1. Matriz de analisis de los componentes principales segun la distancia al mar.
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4. DISCUSION

Las condiciones edaficas del area en estudio evidenciaron un patron en su distribucion
espacial. Dicha gradiente es generada por las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo, como lo son: textura (arenas, arcillas y limos, densidad, pH calcio, magnesio,
fosforo, cobre, cinc y hierro; ademas de las relaciones catidonicas como: ClCe, Ca/K,
Mg/K y Ca+Mg/K y los actinomicetos. Para el caso del potasio, la relacion Ca/Mg; asi
como las bacterias, los hongos y la materia organica no se vieron relacionados con la
composicién de la zona costera.

En cuanto a la textura se pudo diferir que conforme se aleja del mar, los contenidos de
arcillas y limos aumentan debido a su influencia de terrenos francos aledafios y a la
accion de la meteorizacion del material mineral parental. Los valores de pH neutros son
comunes en las zonas costeras debido a las altas cantidades de carbonato de calcio
presentes en el material de partida, donde los contenidos de materia organica son muy
bajos y por ende no contribuyen a la acidificacion del suelo (Bojorquez et al. 2008). Las
condiciones alcalinas que no permiten la absorcion de todos los minerales disueltos
como por ejemplo, el aluminio y el manganeso y al mismo tiempo aumentan la
disponibilidad de sodio y boro que, dependiendo de su concentracién en el medio,
pueden ser téxicos para el desarrollo de las plantas (Kass 1998).

El calcio y el magnesio se comportan normales teniendo en cuenta que se encuentran
en una zona de un clima con precipitaciones anuales abundantes y la presencia de un
suelo arenoso de alta permeabilidad, donde parte del carbonato disuelto por el agua de
lluvia es arrastrado hacia el interior del suelo, produciendo una subida del pH y la
igualacion de su valor en todo el perfil (Cortés 1996 y Alfaro et al.2001). Por otro lado
Lindquist 2003 y Romero et al. 2006 también revelan una gradiente positiva en los
valores de los elementos de Ca y Mg conforme estos se acercan a la influencia de
suelos con mas contenidos de arcillas y limos. Para el caso del potasio, este se
presenta en valores altos en toda la gradiente, dicha afirmacion se atribuye al origen del
material parental del area y en conjunto con el arrastre de los componentes organicos
por el efecto marea, los cuales contribuyen a los altos contenidos de potasio en la zona
maritima (Romero et al. 2006 y Sparks 1981).

El aumento de la CICe esta muy relacionado con la meteorizacion de los minerales v,
sobre todo, con la disponibilidad de arcillas cristalinas y la formacion de coloides en los
suelos. La tendencia en subir de valores en la CICe provoca que aumente la fertilidad
del suelo, factor que se podria observar con la abundancia de la vegetacion o la
agresividad en cuanto a la presencia de una flora especializada (Hughes y Styles 1984).

Los micro elementos en la zonas costeras son al parecer escasos y por su condicion
limitante e interrelacién con otros elementos pueden ser parte de los condicionantes
para el desarrollo de especies flora en estas zonas; especialmente los micro elementos
gue bloquean la absorcion de otros, si no estan en un correcto balance. Dicha situacion
es caracteristica de las zonas costeras, debido a que por la presencia de arenas y
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continua lixiviacion estas no tienen grandes contenidos de nutrientes (Gallego et al.
2003). Tal es el caso de la relacién de la escases de cinc y manganeso en suelos
calcareos (altos contenidos de calcio) por la elevacion de pH debido a la produccion de
carbonatos al disociar el carbonato de calcio (Alfaro et al. 2001).

A nivel biologico del suelo, se puede atribuir a la estabilidad de los microrganismos en
el suelo debido a que no hay no hay diferencias en las cantidades de materia organica.
Ahora para los actinomicetos se puede indicar que el aumento de estos se puede
atribuir a que en los ecosistemas terrestres, la salinidad conduce a una menor
proliferacion de actinomicetos relacionados de forma directa con la amonificacion de la
arginina y la mineralizacion del nitrégeno, segun Sanchez et al. (2010).

En términos generales podemos hablar de que los suelos utiles se desarrollan en
paisajes aledafnos a la zona de estudio generando meteorizacion y acumulaciones de
sedimentos en las zonas costeras, esto provoca que la heterogeneidad topografica y
fisico quimica del suelo a escalas del estudio dificultaron mucho el analisis
especialmente los no edaficos a pesar de que si hay evidencia de que los cambios de
suelo y su fertilidad afectan la distribucién espacial de especies y su diversidad
(Swaine1996), pero probablemente sea que este tipo de variacion floristica se de en
espacios mas amplios como rescata Veblen et al. (2004).

5. CONCLUSIONES

En general se presentd un patrén de distribucion edafica; que se explica mediante los
cambios en las texturas de suelo conforme se alejan del mar, densidad aparente del
suelo y especialmente con el pH, y el complejo de cambio del suelo entre ellos calcio,
potasio, magnesio y sus relaciones cationicas. Es importante detallar que es evidente
un aumento en la fertilidad de los suelos con forme se aleja del mar, situacion que
se atribuyen al cambio de texturas del suelo a lo largo del transecto; especialmente un
aumento de las particulas de menor tamano (arcillas) lo que provoca un aumento de la
capacidad de intercambio ionico del suelo y por lo tanto mayor disponibilidad de
elementos esenciales para la vegetacion. Sin embargo si es importante detallar que la
capacidad de intercambio cationico es el principal causante de desbalance nutricional
en las areas. En cualquiera de las areas es importante tomar en cuenta que es un
sistema fragil que si se altera el medio y cambia algunas de sus propiedades edaficas
podrian verse afectadas especies floristicos de importancia ecolégica.
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RESUMEN

La brucelosis es la zoonosis mas importante a nivel mundial. Su persistencia se debe a
la capacidad de adaptacion y distribucién geografica de la bacteria. Su supervivencia
esta determinada por mecanismos entre hospederos. Brucella spp. esta cambiando su
ecologia, resultando en nichos con poblaciones vulnerables (peces y anfibios) por
exposicion. En 1921, se reporté en Puebla, Méx. como endémica y reemergente,
provocando efectos deletéreos en la calidad de vida de sus habitantes. Investigadores
de la BUAP-ICUAP estudian la interaccidn Brucella-ambiente en comunidades con alta
prevalencia del ENT. Sin embargo, el ambiente acuatico sigue sin ser estudiado. En
este trabajo se determinaron los factores fisicoquimicos que influyeron en la
sobrevivencia de Brucella spp. En los Axalapascos: Alchichica, Atexcac Quechulac y
La Preciosa de Puebla, como pH (8-9), (T°C) 15-20°C, (OD) 5-8 mg L™y (PPT) entre
05y 85 gL1 Brucella spp. se presenté en todos los Axalapascos con indice de
Sobrevivencia (IS) de 11 dias promedio. Siendo notable el IS en agua atalosalina
ALCHICHICA, pH > 9 (halotolerante y alcalinotolerante). Se utilizé el concepto de
sistema complejo aplicado a microorganismos (MO) y al enfoque medioambiental. Se
implementaron y actualizaron diversas técnicas MO para el estudio de estos sistemas
naturales. Se establecié que el (ICA) enterococos, coliformes totales (CT) y fecales (CF)
fue insuficiente, en esta zona de estudio. Los valores estuvieron por arriba del (LMP) de
la normatividad vigente. Se generd conocimiento con un enfoque integral sobre la
problematica de la brucelosis en la Region de los Llanos perteneciente al Eje
Neovolcanico (ENT) de Puebla, Méx. Se difundié en diferentes foros, como informacion
nueva, asi como recomendaciones a los diferentes actores vinculados, de los
Municipios de Guadalupe Victoria y Tepeyahualco, dentro de la Region Terrestre
Prioritaria (CONABIO RTP 122) y Regién Hidroldgica Prioritaria (CONABIO RHP 70).
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Palabras clave: Brucella spp., Axalapascos, Agua salina.

ABSTRACT

Brucellosis is the most important zoonoses worldwide. Its persistence is due to the
adaptive capacity and geographical distribution of the bacteria. Their survival is
determined by mechanisms between hosts. Brucella spp. is changing its ecology,
resulting in niches with vulnerable (fish and amphibians) populations exposure. In 1921,
brucellosis was reported in Puebla, Mex., as endemic and re-emerging zoonosis,
causing deleterious effects on the quality of life of its inhabitants. Researchers from
BUAP-ICUAP study the Brucella-environment interaction in communities with a high
prevalence of the ENT. However, the aquatic environment is still being studied. In this
work were determined physicochemical factors influencing the survival of Brucella spp.
in Axalapascos: Alchichica, Atexcac, Quechulac and La Preciosa, Puebla, such as pH
(8-9), (T°C) 15-200°C, (DO) 5-8 mg L™ and (Parts Per Thousand) between 0.5 and 8.5
gL'1. Brucella spp. occurred in all Axalapascos with 11-day average of Survival Index
(SI). Beging remarkable Sl on Alchichica atalosaline water, pH > 9 (halotolerant and
alkalinotolerant). Complex System concept was used and it was applied to
microorganisms (MO) and the environmental approach. Various MO techniques were
implemented and updated for the study of these natural systems. WQI was established,
enterococcus, total coliforms (TC) and fecal coliform (FC) were not enough, in this study
area. Values obtained were above the regulations (MPL). This study, generated
knowledge with a comprehensive approach to the problem of brucellosis in Region de
los Llanos belonging to Eje Neovolcanico (ENT) of Puebla, Mex. This information has
been spread in different forums, such as new information, as well as recommendations
to stakeholders linked, at Guadalupe Victoria and Tepeyahualco towns, within Priority
Terrestrial Regions (CONABIO RTP 122) and Priority Hydrological Regions (CONABIO
RHP 70).

Keywords: Brucella spp., Axalapascos, Saline water.

INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis que se ha extendido en todo el mundo. En Puebla,
México, esta enfermedad se detectd hace 92 anos, y a la fecha no se ha logrado
controlar ni erradicar de la zona endémica de los Llanos de San Juan en el Eje
Neovolcanico (ENT) (Castro et al., 2005). Castafieda et al., en 2005, reporté a B.
melitensis en agua estancada y pluvial en el Municipio de San Nicolas Buenos Aires,
Puebla y Ramos (2009) aislé a B. melitensis en agua marina de Nayarit, México (Ver
Tabla1). Para 2010, se reporta la diseminacién de Brucella spp. hacia nuevos
hospederos dulceacuicolas tales como los peces (Oncorhynchus mykiss), (Clarias
gariepinus), y en 2011 el anfibio (Lithobates catesbeianus) (Gelev y Gelev., 2010; EI-
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Tras, 2010 y O’Callaghan y Whatmore, 2011). Informacion que significo un hito
epistemoldgico. Esto comprobd la complejidad del problema, asi como la evolucion
constante del patégeno y su migracion y colonizacién hacia nuevos hospederos, una
explicacion evolutiva y filogenética (Moreno y Moriyon, 2006) es que Brucella spp. es
capaz de sobrevivir y replicarse dentro de las células fagociticas (Gorvel, 2008).

Por lo tanto, tiene que adaptarse a una variedad de ambientes hostiles. Adicionalmente
se ha sugerido una relacion estrecha de Brucella con bacterias del suelo del grupo
Rhizobium y Agrobacterium, microorganismos asociados al suelo y a bacterias antiguas
y por esta razon se especula, que pueden tolerar ambientes extracelulares y
permanecer metabdlicamente activas (Paulsen, 2002; Moreno et al., 2002; O Callagan
y Whatmore, 2011).

Tabla 1. Sobrevivencia de Brucella spp. en diferentes tipos de agua.

Material

Tiempo de supervivencia

Agua mineral **
Agua a 08 °C y pH 6.5
Agua de lluvia

Agua dulce red municipal

Agua marina a 37 °C y pH 7.5*

12 meses

Mas de 57 dias

7 dias
2 dias

Menos de 1 dia

Se indica la sobrevivencia de Brucella spp., en diferentes tipos de agua, desde bebible

hasta agua estancada de |lluvia. Tomado de: Castafieda, 2004;*Ramos,
2009;**Falensky et al., 2011.
\ e
) Trans-Mexican Volcanic Belt *
Cuencade \  Gulfof . @
Mexico  Orlental .. Mexico
City * \
Pacific \"
Ocean
I 18*
- I L I I I ||
106* 104° 102 100 98 o M

Figura 1. Vista de la zona de estudio, Lagos Crater o Axalapascos: Alchichica (ALCH), La
Preciosa (LPr), Quechulac (QUE) y Atexcac (ATx) pertenecientes a los Municipios de
Tepeyahualco y Guadalupe Victoria, de la region de los Llanos de San Juan en Eje
Neovolcanico (ENT) de Puebla, México.
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Axalapascos (Maars) o Lagos Crater

Los lagos donde se realiz6 este trabajo (Figura 1) pertenecen a los Lagos Crater, Maars
o de tipo 11, (Wetzel, 1981). Reciben el nombre Nahuatl de “Axalapascos”™ Alchichica
(ALCH), Quechulac (QUE), Atexcac (ATx), y La Preciosa (LPr), (19°24'N, 97°24'W
2,350 msnm). Se les considera unicos a nivel mundial, por su profundidad (39-62 m), y
biodiversidad destacando, las especies microendémicas: Ambystoma taylori, Poblana
alchichica, Leptodiaptomus garciai, Cyclotella alchichicana, Poblana lethophis vy
Lithobates chichicuautla, Cylindropuntia sp, Agave horrida var perotensis) (Méndez et
al., 1986; Oliva et al., 2009; CONABIO, 2012).

METODOS

Analisis microbiolégico del agua de los Axalapascos y aislamiento de Brucella
spp.

Se trabajéo mensualmente durante un ciclo anual, (feb 2012-feb 2013), con toma de
muestras de agua por triplicado, para cada uno de los Lagos Crater, ALCH, LPr, QUE,
ATx segun lo referido por (Wetzel y Likens, 2000; Wetzel 2001; Luna et al., 2004).
Asimismo cada punto de muestreo se georreferencido con un equipo GPS GARMIN
XL12. La calidad microbiolégica de los Lagos Crater se determind a través de
indicadores de calidad de agua que fueron: Enterococos (ENT), coliformes totales (CT)
y coliformes fecales (CF) en donde se utilizo la técnica del numero mas probable (NMP
100 mL™") y EVA, métodos empleados dentro del marco de la normatividad nacional e
internacional. Para la busqueda de Brucella spp. en agua natural de los Axalapascos se
utilizé lo referido en Alton, 1991 y Castafieda, 2004. Se utilizaron las cepas de
referencia Brucella abortus RB51 y Brucella melitensis M16 como controles para la
prueba de sobrevivencia posterior a la postinoculacion y el medio selectivo BRUCELLA
BUAP® con violeta de etilo y antibidticos en la parte microbiologica, para la busqueda
de Brucella en agua natural a diferentes diluciones, asi como tincion de Gramm, de
aglutinacion y bioquimicas (Catalasa, TSI, Citrato y LIA) Ver Tabla 3.

Parametros fisicoquimicos en el agua de los Lagos Crater

Todos los parametros fisicoquimicos (OD, pH, Temperatura y salinidad) fueron
analizados mensualmente in situ, para los primeros 5 m de profundidad, por Lago
Crater conforme a los métodos limnologicos para estos ambientes acuaticos.
(Hutchinson, 1993; De la Lanza 2002, Luna et al., 2004 y Armenta et al., 2008; APHA,
2012); con un Equipo HANNA, modelo H9828 y una sonda multiparamétrica Hydrolab
modelo Datasonde 4 conectado a un analizador de datos Hydrolab modelo Surveyor 4
ambos con una precision de 0.01 unidades ( Ver Tabla 2 y Figura 2).
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RESULTADOS

Tabla 2 Parametros ambientales promedio obtenidos de un ciclo anual y sus rangos en cada
una de las estaciones del agua superficial de los Lagos Crater estudiados 2012-2013.

Lago ALCH ATx LPr QUE
Temp 'C 15-20 °C 15-20 °C 15-21°C 15-21°C
pH 829 8.5-8.9 8.5-8.7 8-8.5
Salinidad gL”" 8.5-9gL” 6-7 gL’ 1.0-1.5¢gL™ 0.5-0.8 gL
(ppt)*

OD mgL”’ 6-12 mgL” 6-9 mgL™ 6-8 mglL” 5-9 mgL™

*Unidades de salinidad practica

ALCH, ATx, LPr y QUE en general fueron similares en cuanto a su pH (aprox 9 basicos
o alcalinos) aunque ALCHI presento hasta 9.2, OD aprox 6-9, sin embargo, Alchichica y
Atexcac, presentaron aguas hiposalinas con una halinidad por arriba de los demas
Lagos, LPr presento interface ionica 1.0-1.5 gL-1 y QUE <1 gL-1 agua con poco
contenido de sales.
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Figura 2. Parametros ambientales en las Estaciones de cada Lago durante Feb. 2012 a Feb 2013.
(ALCH) es un Lago monomictico calido, atalasohalino, present6 aguas hiposalinas (aprox 8 gL ) y con un
pH basico (aprox 9), sus caracteristicas varlaron poco en el afio, solo destacd el mes de mayo con
respecto al OD que fue de aprox 12 mgL™". El Lago Atexcac (ATx) también es un Lago monomictico
calido, present6 aguas hlposallnas (aprox >=6 gL’ ) en este estudio su variacién fue mmlma destacando
la temperatura (16.5-22 C) y OD presentandose un pico negativo (aprox 5 mgL ) para el mes de
septiembre. La Preciosa (LPr) present6 aguas limitrofes entre agua dulce e hiposalinas (1-1.5 gL ) existe
evidencia que ha habido un aumento de su salinidad en los ultimos afios. (QUE) es un Lago monomictico
calido, presenté agua dulce (aprox <1 gL’ ) en este estudlo destacé la T°C, ya que fue el Lago Crater del
estudio con el rango mas alto de temperatura (aprox 15-22 °C) y el oxigeno disuelto (OD mg L™') presento
un pico notable para el mes de julio.
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Tabla 3 Aislamiento de Brucella por mes en los Lagos Crater (Feb 2012-Feb 2013)

Lago y Mes F M A M J Ju A S (o) N D E F
ALCH

LPr

ATx -
QUE

Sobrevivencia de Brucella abortus S19 en los Axalapascos

BrucellaS19 sobrevivio por 11 dias (11 D) promedio en agua de los Axalapascos, por
otra parte en cada lago la variacion fue diferente, siendo para (ATx) de 19D, con una
vida media de 228 h para (ALCHI) de 14D con una vida media de 168 h, (LPr) de 12.5D
con una vida media de 120 h y (QUE) de 11D con una vida media de 144 h, a diversos
rangos fisicoquimicos de pH, Temperatura, Oxigeno Disuelto, y salinidad atalosalina.
En el caso del Control | (Pool Axalapascos) fue de 9D con una vida media de 108 h,
mientras que por el contrario el Control Il (agua de garrafon) fue de 5D. Ver Figura 3.

Sobrevivencia de Brucella abortus S19| _, .
en los Axalapascos

—&— ALCH

14.5

—&—LPr

12.5
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Log UFC100ML-1
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=—o— CONTROL
1l

b
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N
"
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D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10 D11

Tiempo en Dias
Figura 3. Resultados de la sobrevivencia de Brucella abortus S19 en los Lagos Crater o Axalapascos.
Brucella abortus sobrevivié por mas tiempo en el Lago de Atexcac, las (UFC X 100 mL'1) fueron menores
para QUE. La prueba de sobrevivencia fue a temperatura ambiente y la incubacién se realizé a 37 °c y
por triplicado. El promedio de sobrevivencia fue de 11 dias para los cuatro Axalapascos: (ALCH), (LPr),
(QUE) y (ATx).
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DISCUSION

Un sistema acuatico evoluciona con sus componentes estrechamente interconectados:
aguas atmosféricas, superficiales y subterraneas que se intercambian en distintas
escalas temporales y especiales, agua, sustancias quimicas, minerales asi como
organismos. La compleja liga entre aguas atmosféricas, aguas superficiales y aguas
subterraneas esta determinada por el clima y la estructura geoldgica de una cuenca de
drenaje, los flujos de energia y nutrientes que atraviesan el continuum geohidraulico y
los organismos que los habitan. En una macroescala, los procesos hidrolégicos y
geomorfolégicos en una cuenca determinan las propiedades y distribucién de las aguas
superficiales y los acuiferos. El medio ambiente superficial, representado por las formas
terrestres, su cobertura vegetal y sus sistemas hidrologicos superficiales, ejercen
también un control primario sobre los flujos de un hidrosistema. Los sistemas de aguas
subterraneas (los flujos y sus acuiferos) reciben desde la atmdésfera y la superficie,
pulsos climaticos y materia organica que son elementos esenciales para la evolucion de
la vida en la Tierra (Gilbert et al., 1994). Una mesoescala comprende procesos
controlados por la dinamica hidrologica, los flujos de materiales y energia y los efectos
de las actividades humanas. A este nivel, los acuiferos son influidos por diferentes tipos
de perturbaciones naturales, flujos, sequias e inundaciones y por procesos de
sedimentacion y erosion. A esta escala los efectos de las actividades antropogénicas
suelen ser importantes por la sobreexplotacion de los acuiferos para satisfacer
necesidades humanas directas (agua potable) e indirectas (irrigacién para cultivos e
industriales). Los efectos tienen que ver con el agotamiento y la contaminacion de
acuiferos; la contaminacion bioldgica, la eutrofizacion, la obstruccion de intersticios, la
alteracion de la productividad y la pérdida de resiliencia de los ecosistemas y a una
microescala comprende eventos que ocurren en periodos anuales y a escalas
espaciales de poros, fisuras y canales. En este sentido, la busqueda de Brucella spp.
representd un hito de caracter epistemoldgico, al pensarse con anterioridad que
Brucella solo sobreviviria dentro de las células de sus hospederos animales (nicho
intracelular). Cabe sefalar que en todos los Axalapascos de este estudio Brucella spp.
estuvo presente (Tabla 3), siendo mas evidente en el ALCH y LPr durante 4 meses
(frecuencia 33 %), seguida de ATx con 3 meses (frecuencia 25 %) y QUE con 2 meses
(frecuencia 16 %) de un ciclo anual. Siendo Agosto el mes comun en todos lo casos de
este ciclo anual.

Factores fisicoquimicos de los Axalapascos.

Los ecosistemas acuaticos de origen volcanico tipo “Maars” o Axalapascos se
consideran como ecosistemas fragiles debido a sus caracteristicas morfométricas.
Asimismo sus condiciones endorreicas hacen que sean muy susceptibles a los
impactos de contaminacion incluida la microbiolégica (Sanchez et al. 2007). En este
sentido cualquier aporte de materiales, residuos, fauna y flora aloctona, puede producir
cambios nocivos en su evolucion natural. Estos cambios se manifiestan a diferentes
escalas espaciales y temporales en cada sistema (Williams et al., 1990; Alcocer et al.,
2004). Ademas que pueden presentarse de manera vertical u horizontal, existe
adicionalmente informacién reciente, que menciona que dentro del circuito bacteriano
de un lago natural, los microorganismos de menor tamafo tienden a estar en el
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epilimnion (capa superficial, primeros 5 m) (Hernandez et al., 2012), hecho relevante ya
que las muestras fueron tomadas a nivel superficial conforme a los procedimientos
estandar (APHA, 2005; APHA, 2012).Todos los lagos crater analizados en este estudio
mostraron una alcalinidad elevada. Los valores de pH estuvieron en rangos de 8 y 9 e
incluso hasta 9.2 para el caso del Lago de Alchichica, lo que denota una dominancia de
los hidroxidos de Na+ y Mg2+ sobre Ca2+, siendo por tanto subsalinos. Por otra parte
La Preciosa presento condiciones limitrofes de agua dulce y subsalina (1.0-1.5 gL™),
caracteristica que hace suponer un proceso de salinizacién constante y continuo tal vez
por cambios climaticos de la regidn, como ya se ha referido esta cuenca presenta un
proceso de “desertificacion historica” (Alcocer et al., 2004; Rodriguez et al., 2012). En el
caso de Quechulac aun encontrandose en una zona climatica similar (subarida)
presenta agua dulce, muy probablemente al aporte subterraneo de manantiales de la
Sierra Madre Oriental. A pesar de estas condiciones ambientales en los lagos crater,
Brucella spp. estuvo presente en el agua de todos estos Axalapascos, es probable que
esta aportaciéon o contaminacion a los Lagos Crater se realice por el arrastre de agua
contaminada, arroyos y pozos en época de lluvia de material biolégico infeccioso
(excretas, orina, pelo, placentas, suero, leche, semen, paja, polvo contaminado, etc.) o
de manera directa ya que el ganado, sobre todo caprino pasta y bebe en estos cuerpos
de agua (Vega, 2006), como se puede constatar en el anexo fotografico. Vale la pena
enfatizar el hecho que la presencia de Brucella en los cuatro Lagos Crater no se vio
influenciada por algun factor ambiental especifico mientras que la sobrevivencia de este
patdgeno estuvo mas relacionado con 2 factores de los 4 estudiados, que fueron la
temperatura y salinidad.
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INTRODUCCION

Las semillas de Sacha Inchi constituyen un alimento proveniente de la selva amazodnica,
que es utilizado por los pueblos indigenas desde hace siglos. Se le conoce también
como el inchi, sacha mani, mani del Inca o mani jibaro.

La primera mencion cientifica de Sacha Inchi fue hecha en 1980 a consecuencia de los
analisis del contenido graso (45%) y proteicos (33%), realizados en la Universidad de
Cornell en USA.

La Plukenetia volubilis L. es una planta rustica de la familia de las euforbiaceas que se
cultiva principalmente en ceja de selva, crece en suelos acidos francos y aluviales
planos y la encontramos desde los 1000 hasta los 1500 m.s.n.m. siempre y cuando
haya disponibilidad permanente de agua y buen drenaje o cerca de los rios.

Al abrir las semillas estan los cotiledones a manera de almendras y cubiertas de una
pelicula blanquecina. Tienen un sabor agradable con sabor a nuez ligeramente
diferente al mani o almendras que tiene sabor unico. El atractivo real de las semillas es
el aceite que contiene.

El aceite de Sacha Inchi por su alto contenido en acidos grasos insaturados como el
acido linolénico y el acido linoleico es de relevante importancia en la alimentacion y en
la salud, ya que puede controlar los niveles de grasa en la sangre; estos acidos omega-
3 y omega-6 forman parte de las membranas celulares e influyen en su permeabilidad,
reconociéndoseles efectos benéficos sobre enfermedades cardiovasculares como la
hipertension y la isquemia. Ademas contiene proteinas, aminoacidos, antioxidantes y un
menor porcentaje de grasas saturadas.

Los diversos métodos de extraccion como el uso de solventes y la expresion en frio
permiten obtener rendimientos promedio del orden de 34% de aceite de Sacha Inchi a
partir de las semillas, existiendo referencias en otras especies vegetales de mejores
rendimientos con la extraccién por fluidos supercriticos.

La técnica de extraccion con FSC utilizando un gas inerte como el CO,, es novedosa y
no genera contaminacion del producto obtenido; trabaja directamente con la matriz
vegetal previa molienda y el comportamiento del CO, como fluido supercritico se logra
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por encima de su punto critico, que corresponde a 72,8 atm de presidén y 31°C, estado
en el cual adquiere el poder de solvatacion de un liquido y el de difusibilidad de un gas.

3
c
-] .
o . :
& S i Liquido ' Fluido supercritico
E compresible :
Presion critica e emmmmmes
Per % Punto critico
. Fase
Ixquida
p, Punto triple; Vapor sabreailentado
Fase gaseosa
Temperaura
anxa
T Ta _
Temperatura
Figura N° 1: Semillas de Sacha Inchi Figura N° 2: Diagrama de fases del CO,
(Wikipedia org.es)

En base a estos antecedentes nos propusimos estandarizar los parametros de
extraccion con Fluidos Supercriticos (temperatura, presion, flujo de CO, y tiempo de
saturacion) para obtener el aceite de las semillas de Plukenetia volubilis L. (Sacha
Inchi) provenientes del Valle del rio Apurimac y Ene (VRAE), para luego evaluar sus
caracteristicas fisicoquimicas y cuantificar por HPLC los acidos grasos insaturados:
Linolénico, Linoleico y Oleico en el aceite obtenido.

Las semillas fueron recolectadas en la zona de San Francisco-Ayacucho vy
correspondieron a la cosecha de febrero del 2012. Fueron sometidas al proceso de
descascarado, seleccion, triturado (molienda) y finalmente pesado.

Luego se coloco la muestra en el equipo de Extraccion con Fluidos Supercriticos
Modelo SFT-100 Super Critical Technologias, INC., donde se procedio a la extraccion
siguiendo las etapas de: presurizacion, ajuste de temperatura, saturacion de la muestra,
extraccion y etapa de separacion.

Con el aceite extraido se realizaron los analisis cualitativos y cuantitativos de los acidos
linolénico, linoleico y oleico utilizando un Cromatografo Liquido de Alta Performance
marca Merck Hitachi, modelo Elite Lachrom, equipado con un organizador modelo L-
2000, serie 17E16-034; un detector de arreglo de diodos (DAD) modelo L-2450, serie
1726-011; una bomba cuaternaria modelo L-2130, serie 17E01-036 provista de un
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inyector loop de 20 ul; los datos fueron procesados con el software EZChrom Elite. El
método fue validado en nuestro laboratorio y las condiciones y parametros
cromatograficos fueron:

e Columna: Lichrocart 250-4, 6 Purospher Star RP-18 (5um).

e Fase movil: Acetonitrilo, Metanol, solucion acuosa de acido acético al 1 %
(85: 5:10).
Temperatura ambiente.
Velocidad de flujo: 1.5 ml.
Volumen de inyeccion. 20 ul.
Deteccion: Detector DAD a una longitud de onda de 205 nm.

Figura N° 3: Esquema y foto del equipo de extraccién con FSC

RESULTADOS

Se realiz6é un analisis fisicoquimico proximal de las semillas de Sacha Inchi, lo que nos
permitio tener una referencia del contenido graso a extraer de la muestra de semillas de
Sacha Inchi.
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Tabla N° 1: Analisis Fisicoquimico de las semillas de Plukenetia volubilis L. (Sacha
Inchi)

CON SIN
DETERMINACION CASCARA | CASCARA
(%) (%)
ALIMENTOS DETERMINACION DE PROTEINAS (%) FOODS| .., 32.10

DETERMINATION OF PROTEINS NMX-F-068-S1980. Factor 6.25
DETERMINACION DE GRASA (%) Alimentos cocidos de
reconstitucién instantanea. Determinacion de grasa. método 10.59 34.40
gravimétrico NTP 209.263.2001

DETERMINACION DE HUMEDAD (%) Método Rapido de la Termo
balanza NMZ-F-428 1982

DETERMINACION DE FIBRA CRUDA (%), alimentos cocidos de
reconstitucién instantdnea adaptado de cereales y menestras| 32.07 4.79
determinacion de fibra cruda, NTP 205-003:1980

DETERMINACION DE CENIZAS (%) Alimentos cocidos de
reconstitucién instantanea. Determinacion de cenizas. método 2.00 2.50
gravimétrico NTP 209.265:2001

7.86 5.90

Para la estandarizacién de las condiciones de extraccion se variaron diferentes
parametros, determinandose que las mejores condiciones de extraccion fueron 50°C de
temperatura, 450 bar de presién, 15 minutos de tiempo de saturacién y 8 ml/s de
velocidad de flujo, lo que nos permitié extraer en promedio un 39,29% de aceite, muy
por encima del valor de 34,40% determinado por extraccion con solventes (ver tabla N°
2).

El aceite obtenido fue de color amarillo claro, limpio, traslucido sin ninguna particula ni
resto de solvente o agua, con ligero olor a frijol y caracteristico de la variedad; sabor
agradable y caracteristico a almendras frescas, propio de la variedad. Transcurridos 60
dias después de su extraccion, una evaluacidn organoléptica nos permitio determinar
que el aceite mantenia sus caracteristicas propias, no hubo alteracién enzimatica
(ranciado), no se enturbid, no cambio de coloracién, ni hubo residuos, evidenciando lo
optimo de esta técnica de extraccion.
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Tabla N° 2: Rendimiento de aceite a las diferentes condiciones de extraccion

= - | o - -
_ S| $ 2| 52 8% 32 358 -3
& 9 >R 8 e 23| & 58 0O
200 8% T2 g5 T T g 0w
30 40 350 4 4 15 18.47
30 40 400 4 4 15 16.02
30 40 450 4 4 15 20.46
30 50 350 4 4 15 17.61
30 50 400 4 4 15 18.30
30 50 450 4 4 15 20.97
30 60 350 4 4 15 17.34
30 60 400 4 4 15 20.36
30 60 450 4 4 15 22.82
30 50 350 4 8 15 31.19
30 50 400 4 8 15 34.74
30 50 450 4 8 15 39.29
30 60 450 4 8 15 33.78
30 50 450 4 8 20 36.60

Los graficos que se muestran a continuacién permiten evaluar la relacion entre los
parametros estandarizados para la extraccion. La relacion establecida en la figura N° 4
nos permite determinar que a la presion de 450 bar se obtiene el mejor rendimiento de
extraccion, manteniendo la velocidad de flujo y temperatura constantes; mientras que la
N° 5, nos indica que manteniendo constante la velocidad de flujo y la presién, al
aumentar la Temperatura mejora el rendimiento, sin embargo, al no haber diferencias
significativas entre el porcentaje de extraccion de aceite a los 50 y 60°C, y con el objeto
de preservar la estabilidad de los principios termolabiles contenidos en el aceite, se
eligié la temperatura de 50°C para el proceso; la figura N° 6, nos muestra que la
velocidad de flujo de 8 ml/s da mejores resultados de rendimiento de extraccion a
presion y temperatura constantes. En la figura N° 7 se aprecia el comportamiento de la
cantidad de aceite extraido en tres muestras procesadas en condiciones similares, en
las que el pico de extraccion se produce a las dos horas, donde se obtiene el mayor
rendimiento.

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 51



ISBN: 978-9968-641-26-5

[EnY
S

[ERN
N

[
o

==@==P= 450 bar, T=50°C,

8 / 8ml/s

={ll=P= 400 bar, T=50°C,

Rendimiento (g)

8ml/s
4 /
1 P= 350 bar, T=50°C,
2 . 8ml/s
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
tiempo (h)

Figura N° 4: Rendimiento de aceite extraido en funcion de t, a diferentes Py T
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Figura N° 5: Rendimiento de aceite extraido en funcién de t, a diferentes Ty P
constante
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Figura N° 7: Curva de extraccion de aceite en funcién de t, a P= 450 bar, T= 50°C y
8ml/s

El analisis por HPLC nos permitié determinar el contenido de acidos grasos insaturados
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Tabla N° 3: Datos experimentales del contenido en acidos grasos en el aceite extraido
de las semillas de Sacha Inchi

Condicionesde | TY | Acido Oleico | Acido Linoleico | Acido Linolénico
extraccion . Cis:1 Cis:2 Cis:3
(°Clbar) (%) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
SC-CO, 50/450 | 39,42 7,71 0,35 1,06
Neme .
g::‘a:”!om'rme li
1000 4 | 100:
|- :
| 5 )
? y | o ?
5 El '5 2 500
cipme B s oM D g
EIRE f 3 2R K
RN )'8\1 u',a_lkL | AN
T Te T 2 I I

Figura N° 9: Cromatograma de un estandar conteniendo acido linolénico (384,69 ppm),
acido linoleico (452,57 ppm) y acido oleico (662,19 ppm)

Se puede apreciar una adecuada resolucidén de los componentes en el cromatograma,
lo que se puede notar claramente con picos separados, bien definidos, con una linea
base 6ptima y limpia, con un tiempo de retencion medio de 4,57 min para el acido
linolénico, 6,29 min para el acido linoleico y 9,56 min para el acido oleico, tal como se
aprecia en la figura N° 9.

DISCUSION

La extraccion del aceite de las semillas de Sacha Inchi a través de la técnica de fluidos
supercriticos nos permitio obtener un aceite de alta pureza, con un mayor rendimiento
(alrededor de 5% mas) que los procesos por expresion en frio y extracciéon por
solventes, ademas de estar libre de humedad y residuos de solventes, ya que el CO;
utilizado en estado supercritico es una sustancia inerte y al salir a las condiciones
atmosféricas se vuelve gas y se separa facilmente del aceite extraido. Si bien es cierto
el CO, es un compuesto con enlaces covalentes polares, la simetria de la molécula
hace que su momento dipolar sea muy cercano a cero, lo que permite que disuelva y
extraiga facilmente sustancias de caracter lipofilico, como los acidos grasos insaturados
y otros componentes de baja polaridad.
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Trabajando por encima de 31°C se llega al punto critico del CO;, por lo que este hecho
permite trabajar a temperaturas proximas a ese valor, preservando la estabilidad de las
sustancias termolabiles, ademas que ofrece una gran ventaja en poder trabajar con
muestras en sus matrices en estado natural, sin tratamientos previos, salvo la
molienda.

Los componentes del aceite se mantienen estables por las condiciones del método de
extraccion, lo cual fue demostrado a través de la cuantificacion de los acidos grasos
insaturados oleico, linoleico y linolénico, utilizando una técnica por HPLC estandarizada
y validada en nuestro laboratorio. La existencia de estos componentes avala las
propiedades del Sacha Inchi como reductor del riesgo de enfermedades
cardiovasculares.

La seleccidn de la fase estacionaria se hizo utilizando una columna de fase reversa con
grupos octadecilo (RP-18) de baja polaridad, los cuales muestran te6ricamente afinidad
con las extensas cadenas hidrocarbonadas de los acidos oleico, linoleico y linolénico
(18 atomos de carbono), a través de interacciones dipolo inducido - dipolo inducido
(fuerzas de London), lo que permite que las moléculas de los acidos grasos sean
retenidas por la fase estacionaria, permitiendo separar estos componentes de otras
sustancias presentes en el aceite de Sacha Inchi; igualmente se pudo notar una
adecuada separacion entre las moléculas de los acidos grasos analizados, debido al
grado de instauracion de los mismos, ya que el acido linolénico (omega-3) al presentar
tres dobles enlaces presenta una mayor polaridad, lo que permite que eluya primero
teniendo un menor tiempo de retencion; luego se separa el acido linoleico (omega-6) ya
que presenta 2 dobles enlaces, por lo tanto tiene mayor polaridad que el acido oleico
(omega-9) que es el de mayor tiempo de retencién por su menor polaridad.

Para seleccionar la fase movil adecuada se buscd una mezcla que pudiera eluir sin
dificultades los acidos grasos omega 3, 6 y 9 de, que quimicamente corresponden a
acidos carboxilicos de 18 atomos de carbono con 3, 2 y 1 dobles enlaces
respectivamente; el acido oleico, por ejemplo, es de baja polaridad, presentando un
momento dipolar de 1,18 y una € = 2,46, mientras que en los acidos linoleico y linolénico
esta polaridad aumenta al aumentar su grado de instauracion, por lo tanto se
necesitaba una mezcla de un solvente de mediana a baja polaridad como el acetonitrilo
en una alta proporcion, 85% (momento dipolar de 3.84 y una ¢ = 37,5), que por su
polaridad puede disolver una amplia gama de compuestos, entre ellos los acidos
carboxilicos en estudio, ya que estos si bien es cierto tienen una extensa cadena
hidrocarbonada no polar, presentan en su extremo un grupo carboxilo de naturaleza
polar; se le asocié un solvente como el metanol en proporcion de 5% y para evitar que
los &cidos carboxilicos se ionizaran perdiendo su proton de H* , se us6 una solucién
acuosa de acido acético al 1% en una proporciéon de 10%.

Esta técnica de extraccion con FSC tiene muchas perspectivas y se abren grandes
horizontes en relacién a la extraccion de esencias de especies y oleorresinas, aceites
esenciales: aromas y fragancias, extraccion o fraccionamiento de aceites comestibles,
principios activos con aplicacion en medicina natural, colorantes y preservantes,
pesticidas naturales, tratamiento de residuos organicos industriales, etc.
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CONCLUSIONES

. La técnica de extraccion con fluidos supercriticos utilizando CO; nos permitio
obtener en promedio 39,42% de aceite de semillas de Sacha Inchi, con excelentes
caracteres organolépticos.

. Las condiciones 6ptimas de extraccion estandarizadas fueron: T= 50°C, P= 450
bar, Flujo= 8 ml/seg, tiempo de saturaciéon de 15 minutos y 4 horas como tiempo de
extraccion total.

. Se determind en promedio la existencia de 1,06 mg/kg de acido linolénico, 0,35
mg/kg de acido linoleico y 7,71 mg/kg de acido oleico.
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RESUMEN

El estudio de las comunidades microbianas del suelo, ha cobrado interés, dentro de los
procesos de transformacion de la materia organica, debido a su funcionalidad. En este
sentido, se determind la densidad poblacional de hongos y bacterias, ademas se
evaluo la capacidad que tienen para degradar distintos sustratos frecuentes en el suelo
(carbohidratos simples y complejos, compuestos nitrogenados, compuestos
recalcitrantes y fosforo organico), para estudiar los cambios en su estructura gremial y
funcional, en un suelo bajo cuatro tratamientos:1) sin tratamiento (ST); 2) enmiendas
quimicas (F); 3) tres afios de abonado con estiércol (AB) y 4) otro igual a AB, pero
reabonado de nuevo (RB), sembrados con pasto (Cynodon dactylon). Las muestras de
suelo se tomaron en cuatro periodos de crecimiento del pasto: inicio (I) O dias,
crecimiento medio (CM) 44 dias, maximo (PM), 98 dias y postcosecha (PC) 144 dias.
La accién degradativa de las comunidades microbianas se midié a través del
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aislamiento de cepas y siembra en medios con sustratos especificos: celulosa, pectina,
lignina, glucosa, lactosa, inositol hexafosfato, urea, nitrato y almidén. Para caracterizar
dichas comunidades se utiliz6 el analisis funcional como herramienta fundamentada en
criterios con bases ecoldgicas logrando conocer su diversidad a través de un indice de
diversidad funcional (IDF). Se encontré que: -los patrones de distribucion gremial se
diferencian tanto por tipo de manejo como por tiempo de desarrollo del pasto; -las
comunidades de hongos y bacterias presentan un mayor potencial para la degradacion
de proteinas, pectinas y reduccion de nitratos y liberacion de fésforo organico, por lo
que estos patrones sefalan diferencias en los diferentes tratamientos. El analisis
funcional revela que la comunidad fungica es mucho mas diversa que las bacterianas;
sin embargo, la funcionalidad del sistema es mantenida por ambos tipos de
microorganismos, garantizando la disponibilidad de los nutrientes para la vegetacion.
Puede concluirse que el tipo de enmienda y el desarrollo de la vegetacion inducen la
diferenciacion de las comunidades microbianas.

Palabras claves: comunidades microbianas; estructura gremial y funcional; estiércol de
vacuno, indice de diversidad funcional.

INTRODUCCION

Se ha evidenciado que la alteracion de los restos vegetales y su transformacion en
sustancias humicas es el resultado de la accion conjunta de asociaciones de
microorganismos que poseen funciones bioquimicas multifacéticas (Zak et al., 1994;
Donnison et al.,, 2000). En relacion a estas funciones, esta la biodegradacion de
polimeros estructurales de las plantas, proceso especialmente critico en los ambientes
terrestres y entre los polimeros biogénicos reciclados principalmente por la actividad
microbiana se encuentra la celulosa, la hemicelulosa de origen vegetal y la quitina de
origen animal. En este sentido, Garcia (2013) sefala que el tipo de microorganismo y la
actividad de la biomasa microbiana son importantes en la determinacion de la cantidad
y calidad (definida como composicion estructural) de la materia organica acumulada en
el suelo. Al respecto, Martyniuk y Wagner (1978) y Acea y Carballas (1999) coinciden
en sefalar la importancia de caracterizar las comunidades de hongos y bacterias, y su
funcionalidad como claves en la relacion fertilidad y crecimiento de las plantas. Los
trabajos de Dilly y Munch (1998), Yao, et al. (2000) y O'Donnell, et al. (2001), Galende
(2013) indican, que los cambios en el patron de la actividad de las comunidades
microbianas pueden tener efectos notables sobre el funcionamiento de los ecosistemas,
y plantean que una alternativa para examinar los componentes de la biodiversidad es
detectar patrones que son biolégicamente significativos, tal es el caso de la diversidad
funcional, proponiendo un procedimiento basado sobre sistemas de identificacion
bioldgica, que sea rapido, efectivo, fijando aspectos como: el numero y tipo de substrato
utilizado por las comunidades microbianas, asi como los niveles de actividad de varios
substratos y patrones de desarrollo temporal. Igualmente se conforman datos ricos en
informacion que establecen cuales fijan la diversidad funcional. En base a lo expuesto,
la contribucion de este trabajo, es 1) tratar de entender como el manejo que se le da al
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suelo afecta la densidad poblacional y la estructura gremial de las comunidades que se
establecen, en funcion de su capacidad de aprovechar los distintos substratos del
medio, 2) realizar el analisis funcional de las diferentes comunidades y establecer como
es su evolucién en el tiempo y en el espacio bajo diferentes tipos de manejo
agroecologicos.

El analisis funcional constituye una herramienta en ecologia, que permite determinar
cambios espacio-temporales que ocurren en las comunidades microbianas y hacer un
enlace entre los procesos del ecosistema y los microorganismos activos en los mismos,
abriendo una ventana al conocimiento del funcionamiento del ecosistema, que permitan
de esta manera formular estrategias de manejo sustentables (Zamora y Malaver, 2012).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la finca ganadera “Las Morochas”, unidad de produccion con
mas de 30 afos de establecida, dedicada a la cria de bovinos de doble propdsito
(carne, leche y derivados), desde el ano 1997 ha instrumentado la técnica del uso del
estiércol de ganado como fuente de abono para las pasturas cultivadas (Cynodon
dactylon, Cynodon plestostachyum). La misma esta ubicada en el Estado Falcon —
Venezuela, localizada a 10°47°08"" LN y a 68°22°54"" LO, con una altitud de 14 msnm.
Los suelos se identificaron como Molisoles, de textura franco arenosa, con una
moderada capacidad de absorcidn y retencién de agua con valores promedios de pH,
entre 5,8%/ 7,1. El ensayo se hizo bajo cuatro tipos de tratamientos (c/u con parcelas de
25x25 m°): sin tratamiento (ST); antiguamente (3 afos) abonado con estiércol de
vacuno (AB); otro igual a AB pero nuevamente reabonado con estiércol (RB = 0,5 Kg
m?) y uno fertilizado (F) con dosis de N:P:K (0,01 Kg m? de N:P:K (2:0,6:2)) cuyo
contenido es equivalente a las aportadas por las excretas. Cada parcela fue sembrada
con Cynodon dactylon, el desarrollo del mismo se uso como patron para la toma de
muestras de suelo, realizandose seguimientos en cuatro periodos, coincidiendo con
periodos de lluvia y sequia: inicio (I=0 dias época seca), crecimiento medio (CM=44
dias, época de lluvia), maximo (PM=98 dias, salida de lluvia) y postcosecha del pasto,
sin cobertura vegetal (PC=144 dias época seca). En cada parcela se tomaron tres
puntos de muestreo aleatorizados, entre 0-10 cm de profundidad. Para realizar los
analisis microbiolégicos las muestras fueron tomadas asépticamente y procesadas el
mismo dia en laboratorio de campo.

Determinaciéon de abundancia de hongos y bacterias

Para estimar la poblacién microbiana, se preparo el cultivo del suelo (10 g de suelo:
100 ml de solucion salina estéril), atendiendo las técnicas microbioldgicas estandar
(Standard Methods, 2005; Mac Faddin, 1978 y Merck, 1982), para la siembra y el
conteo directo de organismos cultivables en placas en medio de agar nutritivo para
bacterias y agar malta para hongos. Esto permiti6 determinar la densidad microbiana
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(UFC/g = Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo). Obtenido el
crecimiento de las cepas: fungicas y bacterianas, se realiz6 su aislamiento y purificacion
para obtener los respectivos ceparios correspondiente a cada tratamiento. Se
caracterizaron macro y micromorfologicamente, se realizaron microcultivos para la
identificacion de hongos (observacion de estructuras reproductivas al microscopio) y
uso de claves taxondmicas. En el caso de las bacterias, observacion microscopica de
diferentes formas celulares (tincibn de Gram). Los resultados se expresaron en
logUFC/g y para el tratamiento de los datos se empled el analisis de varianza de dos
via (p<0,05), utilizando el programa estadistico STATISTIC (V.5.0).

Capacidad degradativa de hongos y bacterias

Las cepas microbianas cultivables y su caracterizacion bioquimica de manera
individual, permite obtener un registro bioquimico comparable con los demas aislados
de la misma muestra. En este sentido, las pruebas bioquimicas, para determinar en
forma indirecta el potencial degradativo de los diferentes aislados (fungicos y
bacterianos) fueron: - carbohidratos simples (glucosa y lactosa, prueba de agar de
hierro de Kligger), - polisacaridos (celulosa y pectina, prueba de agar celulosa y agar
pectina), - capacidad de degradar enlaces peptidicos (prueba de la licuefaccién de la
gelatina), - degradacion de compuestos estructurales recalcitrantes (lignina, prueba
agar lignina), capacidad solubilizadora de P organico (prueba descomposicion de
inositol-hexafosfato), - mineralizacion de la urea (prueba de la urea), capacidad de
degradar restos de exoesqueletos (prueba de quitina), azucares complejos (agar
almiddn), nitrato y lipidos (Mac Faddin 1978, Merck 1982). El perfil de utilizacion de
sustratos proporciona informacion relacionada con las tasas de utilizacién de los
mismos, la capacidad de utilizacion total o parcial, y ademas, puede ser determinado a
través de un numero finito de sustratos potenciales (Ramos 1996; Zamora y Malaver
2012) Con el resultado de este analisis se cre6 una base de datos y se empled el
analisis multivariado ("Cluster de Datos) programa MVSP (V.5.0), lo cual permite el
analisis de la diversidad funcional, por medio de un indice de diversidad funcional (IDF
= No. de grupos funcionales o cluster / No. total de aislamientos) propuesto por Ramos
(1998) y Antia (1995), logrando asi, establecer comparaciones entre comunidades
microbianas y/o seguir una evolucidon de una comunidad en particular frente a las
variaciones de parametros ambientales y por otro lado permite establecer equivalentes
funcionales entre los organismos pertenecientes a grupos taxonomicos diferentes y de
algun modo explicar la estabilidad funcional de las comunidades microbianas naturales.

Aspectos metodolégicos para delimitar la estructura de gremios microbianos

La estructura de gremios de la comunidad se determiné a partir del patrén de respuesta
de cada aislado microorbiano ante un conjunto de sustratos o fuentes de carbono. Asi,
para cada sustrato se determina la proporcidén de cepas que lo utilizan como fuente de
carbono y energia, obteniendo finalmente un valor de frecuencia relativa (N° cepas que
utilizan el sustrato/ N° total de cepas). Estos valores podrian ser comparados con los
aislados de diferentes comunidades, o utilizados para establecer los procesos en los
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cuales los microorganismos estan involucrados (Bastardo 2005; Torres y Lizarazo 2006;
Malaver 1996 y Ramos 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Comunidades microbianas

La densidad de hongos y bacterias (Cuadro 1 y 2) presento variaciones significativas
luego del inicio de los ensayos, observandose una mayor densidad para los periodos
donde el suelo tiene cobertura vegetal (CM, PM) y hay una mayor humedad en el suelo,
siendo la excepcion los hongos en el tratamiento F, para el que no se presentaron
variaciones (Cuadro 1). Sin embargo, para el caso de las bacterias (Cuadro 2), se
observa que al inicio de los tratamientos F presenta la mayor densidad, esto puede ser
atribuido, no al efecto de enmienda quimica, sino al contenido de humedad de este
suelo (datos no publicados es este trabajo), que resultdé ser mayor, aun cuando no
significativos en relacién a los otros sistemas. Al respecto, Casanova (2005), Garcia
(2010) y Lopez (2012), sefalan que la mejor condicion de humedad para las plantas en
el suelo, estan asociadas igualmente con las mejores condiciones hidricas para la
mayoria de las bacterias. En relacion a los tratamientos, para el caso de los hongos, es
el tratamiento RB en el periodo de inicio, el que se diferencia significativamente con la
menor poblacién encontrada en el suelo: control, abono organico y fertilizado y de los
periodos de estudio: CM y PM, lo cual es atribuido a la perturbacion causada con la
nueva adicion del estiércol, que bien puede causar un desequilibrio en la microflora ya
establecida. Diferencias que desaparecen entre los periodos de desarrollo del pasto
(CMy PM).

Los resultados, permiten sefialar que la presencia de la cobertura vegetal y las
variaciones de humedad (sequia y lluvia) podrian estar induciendo el aumento, de
hongos y bacterias, aunado con los cambios en la dinamica estructural de estos suelos
para los mismos periodos (datos no presentados en este trabajo), especialmente para
el de CM, donde los analisis reflejan un aumento de los agregados de menor tamafno
(0,500-0,850 mm) y microagregados (0,150-0,25 mm), a expensas de una
desagregacion de los agregados de mayor tamano 0,850 - 2mm. Estudios mas
detallados, donde relacionan los microorganismos asociados al tamafio de los
diferentes agregados del suelo, corroboran que las poblaciones bacterianas estan mas
asociadas a los agregados mas pequefos del suelo, los microagregados, considerados
por como los menores a 0,250 mm Oades (1984).

Caracteristicas morfotipicas: hongos y bacterias

En este estudio, se logré aislar un total de 195 cepas de hongos, identificados a nivel
de género y 1200 cepas bacterianas, identificadas a nivel micromorfolégico (Gram”,
Gram’).Caracteristicas de los morfotipos de hongos

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 62



ISBN: 978-9968-641-26-5

Las observaciones realizadas agruparon los morfotipos en 10 géneros: Aspergillus
Fusarium, Penicillium, Syncephalastrum, Eurotium, Absidia, Curvularia, Cladosporium,
Trichoderma, Scopulariopsis y levaduras. Alexander (1980), Atlas y Bartha (2002),
coinciden en sefalar que los géneros de hongos aislados con mayor frecuencia en los
suelos son: Aspergillus, Geothichum, Penicillium y Trichoderma (hongos filamentosos) e
igualmente levaduras.

Se puede apreciar en los resultados (Cuadro 3) que los géneros de: Aspergillus,
Penicillium, Fusarium vy las levaduras, fueron los que aparecieron en mayor proporcion
y los que se expresaron siempre en los tratamientos y periodos de muestreo, siendo la
excepcion el tratamiento F, que luego del inicio del estudio, disminuyo la diversidad
morfotipica para los periodos CM y PM, expresandose solo los géneros Asperqillus y
Penicillium (respectivamente).

Ahora bien, el hecho de que algunas especies de hongos del suelo se expresen o no,
en ciertos periodos y tratamientos, se debe a que la mayoria de los hongos son
oportunistas (zimogenos), crecen y llevan a cabo un metabolismo activo cuando las
condiciones le son favorables, lo cual supone una humedad y aireacion adecuada y
unas caracteristicas relativamente altas de sustratos utilizables. Igualmente, Atlas y
Bartha (2002) indican que se ha documentado mucho sobre el letargo, lo cual es una
condicion tipica de los hongos del suelo, que en ausencia de substratos disponibles se
inactivan, conservando su plasticidad genética. Estos autores sefialan que las
poblaciones oportunistas del suelo se ajustan muy bien al concepto de estrategas r
(relacionado con la ecuacion logistica de crecimiento de una poblacién), dado que estos
estrategas cuentan con una elevada tasa de reproduccion por su supervivencia
continua en la comunidad, y sus poblaciones autéctonas (degradadoras de humus) se
ajustan al concepto de estrategia K (utilizacidon oOptima (conservacidén) de recursos
ambientales).

Estos resultados indican que existen especies de hongos que independientemente de
las variaciones temporales, logran permanecer en el sistema; pero la aparicion
esporadica de otras especies, en menor proporcion confiere al mismo un
comportamiento y respuesta particular. Puede evidenciarse, que en las comunidades
fungicas surgen cambios en su estructura que dependen de los tratamientos aplicados;
y guarda relacién con la calidad de las enmiendas (organica Vs quimica). Sin embargo,
dichos microorganismos siguen realizando las mismas funciones degradativas como se
evidenciara mas adelante.

Caracteristicas micromorfotipicas de las bacterias

Los resultados de las observaciones micromorfotipicas de las cepas bacterianas
(Cuadro 4), en forma general sefialan dominancia de los morfos que corresponden a los
bastones Gram” y Gram’, seguido de cocos Gram * y Gram ~, y en menor proporcion los
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consorcios, entre ellos se tienen: Bastones * y , bastones "y cocos ~, cocobastones”
cocos *, cocobastones °, cocobastones®, cocos * bastones’, entre otros. Esto se
observa a lo largo de los periodos de muestreo.

En este estudio, se encontraron en igual proporcion bacterias Gram™y Gram™ y en
pocas proporciones, se encuentran en asociacion o formando consorcios. En
condiciones naturales, los miembros de la microflora dependen uno de otro para
obtener ciertas sustancias de crecimiento, pero al mismo tiempo pueden establecer
relaciones negativas, por lo que se evidencian efectos sinérgicos y autogénicos,
pudiendo ocurrir diversos tipos de interacciones: competencia, mutualismo, simbiosis,
protocoperacion, amensalismo, comensalismo, parasitismo y predacion. En esta
investigacion no se tiene basamento para decir que tipo de interaccion existe entre los
microoorganismos, simplemente seran referidas como consorcios.

En el Cuadro 4, se observa como cambia la proporcién y la diversidad de los morfos de
bacterias para los tratamientos en los periodos de estudio. También se aprecia como
para el periodo de PM, los tratamientos RB y AB son los mas diversos en comparacion
con ST y F, sin embargo estos ultimos presentan una mayor proporcion de bastones
Gram®. Vale la pena destacar la diferencia que existe entre la diversidad encontrada
para los morfos de bacterias en el suelo F en relacién a la observado para los
morfotipos de hongos. Se deduce que estos cambios estan relacionados con el tipo de
manejo del suelo, las enmiendas, el crecimiento del pasto y su enraizamiento y los
cambios en cuanto a las variaciones de humedad y agregados estables de los suelos
estudiados y a la capacidad de adaptacion de los microorganismos. Igualmente Lopez
(2012), en su estudio sobre cambios en sucesion bacteriana, sefiala comportamientos
similares relacionados con cambios en las propiedades del suelo.

Capacidad degradativa de las comunidades microbianas

Hongos

Los resultados obtenidos (Figs.1,2,3,4), de la actividad degradativa de las comunidades
de hongos, muestran diferencias en los patrones de distribucién gremial, tanto por tipo
de manejo (tratamientos) como por desarrollo del pasto (periodos muestreados).
Observandose que todas las comunidades presentan un mayor porcentaje (entre 60-
80%) en la capacidad de degradar proteinas, carbohidratos simples (glucosa, a
diferencia de las bacterias que degradan mas lactosa) y complejos (polisacaridos:
pectina, celulosa y almidon), reductores de nitratos, Iberadores y solubilizadores de
fésforo, y a diferencia de las bacterias una mayor capacidad de degradar material
recalcitrante. En menor proporcion (30-40%) se expresaron comunidades de hongos
capaces de degradar disacaridos (lactosa), fuente de nitrogeno no proteico (urea),
realizar actividad lipolitica y quitinolitica.
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Se observa que las comunidades de hongos presentaron una menor diferencia en el
patrén de distribucién gremial; sin embargo existen cambios tanto en los tratamientos
como en los periodos de estudio.

Bacterias

La actividad degradativa de las comunidades bacterianas, al igual que los hongos,
sefalan que los patrones de distribucion gremial se diferencian tanto por tipo de manejo
como por el desarrollo del pasto (Figs.1,2,3,4). No obstante, se observa que todas las
comunidades presentan un mayor potencial para la degradacion de proteinas (entre un
60-80 %), carbohidratos simples (lactosa) y complejos (polisacaridos pectina, celulosa),
reduccion de nitratos y liberacion de fésforo. En menor proporcion (30-40%) se
expresaron bacterias capaces de degradar materiales recalcitrantes (lignina),
mineralizar fuentes de nitrdgeno no proteico (urea) y polisacaridos (almidon). Por otra
parte se observaron proporciones muy bajas y en algunos casos no se detectaron,
bacterias capaces de realizar funciones lipoliticas (prueba de Tween) y quitinoliticas.

Ahora bien, los cambios observados en la estructura comunitaria desde el punto de
vista morfologico, permiten asegurar que las comunidades microbianas (hongos y
bacterias) sufren cambios en el tiempo a medida que ocurren los distintos procesos del
suelo, como cambios en el pH, humedad y la disponibilidad de substratos, entre otros.
Lo cual se evidencia en los patrones gremiales observados en el tiempo para cada una
de las parcelas. Igualmente, los tratamientos también provocan diferencias en los
patrones gremiales, los cuales son mas acentuados en los periodos del desarrollo del
pasto (CM y PM), donde puede notarse, que aunque las parcelas con abono organico
presentan una menor variabilidad en su distribucion gremial, en comparacion con la
parcela bajo enmienda quimica, son las parcelas donde los estudios del desarrollo del
pasto obtuvo un mayor crecimiento y productividad. Estos resultados coinciden con lo
sefalado por otros autores, con investigaciones afines (Vargas-Machuca, 2010, Lopez,
2012, Galande, 2013)

Analisis funcional

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas permitieron crear una base de
datos donde cada cepa o aislados tiene un codigo binario que lo representa para el
analisis y para ello se emplea la técnica de analisis multivariado “Cluster de datos”. El
Cluster tal como lo indica Ramos (1998) puede registrar la informacion bioquimica de
cada cepa y traducirla a un hiperespacio “N” dimensional (No. De pruebas realizadas),
donde la ubicacion de cada una de las cepas sera dada por cada una de las pruebas,
de aqui que dos o mas cepas funcionalmente equivalentes (NGI), capaces de degradar
los mismos sustratos, tendran los mismos valores y se ubicaran en un mismo punto en
el hiperespacio, cuya distancia entre ellas sera cero (en el ejemplo del cluster dado, se
observa que las cepas RB53IH y RB52IH y las cepas RB53DH y RB52DH son las
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unicas que presentaron equivalencias funcionales = 0). De aqui que pueda establecerse
el numero de grupos funcionales (NGF) dentro de la comunidad, el indice de
importancia de cada uno de ellos y la diversidad funcional de la comunidad (IDF). En
este estudio, los analisis de los cluster obtenidos para cada tratamiento en funcién de
los periodos de muestreo se reportan tomando en cuenta:

- el numero de grupos funcionales (NGF)

NGF= Total de cepas aisladas (casos) — No. de grupos funcionalmente idénticos
, . . disimilitud=0) (NGI
- numero de grupos de identidad (NGI), ( ) (NG

NGI= No. de grupos funcionalmente idénticos que tienen la misma
capacidad de degradar los substratos (disimilitud =0)

- indice de diversidad funcional (IDF)
- maxima distancia de

IDF = NGI / Total de cepas aisladas (casos .
g ( ) amalgamiento (MDA)

MDA = Maxima distancia de amalgamiento o maxima distancia en la cual todas
las cepas se agrupan.

Dado que no se pueden mostrar todos los cluster obtenidos, debido a lo denso de los
mismos, se presenta un ejemplo que muestra un cluster realizado a las cepas de
hongos, aisladas de la parcela RB durante el periodo de postcosecha del pasto (144
dias) y como se realizaron los calculos

Cluster obtenido para el tratamiento RB, en la época de postcosecha del pasto (PC),
para las 14 variables analizadas en las pruebas bioquimicas y las 9 cepas de hongos
aisladas.
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MDA hb
Cepas Nearest neighbour | RB53IH
IRB52IH
Nod G 1 G 2 Dissimil. i
ode roup roup issimi in group RB53FH
1 RB52DH RB53DH 0,000 2 RB520H
RB53JH
2 RB52IH RB53IH 0,000 2
RB53BH
3 Node 1 RB53BH 1,732 3 | RB53DH
IRB52DH
4 Node 3 RB53JH 1,732 4 RB52CH
5 RB52CH  Node 4 2,646 5 3 25 2 15 1 05 0
6 Node5  RB520H 2,646 6 Fuclidean
7 Node 6 RB53FH 2,646 7
8 Node 7 Node 2 2,646 9
MDA= 2,646 NGF= 9-2 =7

IDF= 2/9=0,22
NGI= 2 grupos (RB 52DH — RB53DH y RB 53IH-RB53IH)

Analisis funcional para las bacterias y los hongos

Los resultados para la bacterias (Cuadro 5) sefialan que el No de grupos funcionales
(NGF) es similar en todos los tratamientos y en el desarrollo del experimento, lo que
implica que la diversidad funcional (IDF) tampoco arrojo diferencia, pero los valores
encontrados son altos varian entre 0 y 1, manteniéndose cercano a 1 lo que indica que
en todos los tratamientos hay grupos capaces de llevar a cabo la actividad metabdlica
de substratos organicos y produccion de nutrientes y esto esta condicionado a las
caracteristicas particulares de cada uno de los suelos en los ensayos.

En cuanto a la maxima distancia de amalgamiento (MDA), que establece la relacion
entre los diferentes grupos funcionales pude verse que también es parecida a los largo
del experimento y entre los diferentes tratamientos, notandose una mayor
homogeneidad en la época de postcosecha, revelando que la presencia de vegetacion
es un condicionante de la actividad microbiologica. Esto es corroborado con los
resultados de NGI el cual alcanza valores altos en el periodo de postcosecha y los
menores valores durante el crecimiento medio (CM) y maximo (PM) del pasto.

En el caso de los hongos (Cuadro 6), ellos presentaron hasta el periodo de PM el
mayor indice de diversidad funcional. Sin embargo en la época de PC los suelos con
enmiendas tienen una restriccion en el numero de géneros que se expresan, ademas
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aparecen los grupos de identidad funcional (NGI), lo que induce a una disminucién de
la diversidad fungica reflejada en el IDF. Puede ocurrir entonces que la ausencia de
cobertura vegetal represente un restriccion para la expresién fungica y que en este
periodo las bacterias tienen un mayor peso en el mantenimiento de la funcionalidad del
sistema, es decir liberacidén y ciclaje de nutrientes producto de la degradacion de la
materia organica.

CONCLUSIONES

Se evidencia que la degradacion de la materia organica del suelo, es debida a la accion
en conjunto de las comunidades de hongos y bacterias, dado que los sustratos que no
son degradados por una comunidad son degradados por la otra. Se aprecia que las
comunidades bacterianas tienden a degradar en menor proporcion la glucosa que la
lactosa, lo cual es compensado por la accion degradativa de los hongos que degradan
mas glucosa que lactosa; lo ultimo, es un ejemplo claro de la sincronia y el rol que
presentan las comunidades microbianas en la descomposicion de la materia organica.
Puede decirse que los analisis micro y macromorfologicos y gremial dan evidencias de
cambios en la estructura de las comunidades que estan intimamente relacionadas con
los diferentes sustratos presentes en el suelo y su aporte para el crecimiento de la
vegetacion.

La actividad microbiana no solamente depende de la actividad gremial del suelo, sino
también de otras variables que la condicionan como la calidad de la materia organica
del suelo y otros factores que pueden restringir o potencial su actividad.

El analisis funcional revela que la comunidad fungica es mas diversa que las bacteriana
y tienen una amplia capacidad degradativa de los substratos en el suelo indistintamente
de la época de muestreo, dado que son capaces de realizar potencialmente las mismas
funciones y pueden ser agrupados como equivalentes funcionales. Lo anterior no se
observéd en las comunidades bacterianas, donde no se formaron equivalentes
funcionales, pero si se observaron grupos capaces de llevar a cabo la actividad
metabdlica de substratos organicos y produccion de nutrientes lo que esta condicionado
a las caracteristicas particulares de cada uno de los suelos tratados.
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ANEXOS

Cuadro 1.- Promedio de colonias de hongos (log UFC/ g de suelo seco) en los tratamientos y
durante los periodos de muestreo.

Periodos
I CcMm PM PC
Tratamientos
ST 1 2 2 1
4,11° 6,02 @ 5,53 2 4,26°
AB 1 2 2 2
4,69° 5,832 4,90° 4,56 °
RB 3,67 " 5,74 4,98 2 4,411
F 4,727 5,28 @ 5,28 &' 4,40 @

ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica
I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo
periodo. Valores seguidos de numeros distintos indican diferencias significativas entre los periodos (p<0,05)
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Cuadro 2.- Promedio de colonias de bacterias (log UFC/ g de suelo seco) en los tratamientos

y durante los periodos de muestreo.

Periodos
I CcMm PM PC
Tratamientos
ST 5,48 @ 7,07 5,88 12 5,35 %'
AB 5,09 ' 6,61 % 6,46 * 5,67 2
RB 5,67 2 6,32 * 6,09 # 5,40 %
F 6,45 " 6,19 ¥ 5,71 %2 5,36 *

ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica

I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo

periodo. Valores seguidos de numeros distintos indican diferencias significativas entre los periodos (p<0,05)
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Cuadro 3.- Promedio (%) de los morfotipos de hongos en los tratamientos y durante los
periodos de muestreo.

Periodos / Tratamientos (%)

| CM PM PC

Morfotipos ST AB RB F |ST AB RB F ST AB RB F ST AB RB
Aspergillus 22 40 47 35|78 25 44 100 | 57 50 67 0 50 50 50
Fusarium 0 20 7 0| O 13 11 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium 0 10 7 18| 0O 13 22 0 14 0 0 100 | 14 14 14
Syncephalastrum 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14 14
Eurotium 0 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0 0 7 7 7
Absidia 0 10 7 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ©
Curvularia 0 10 0 0| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cladosporium 0 0 0 6 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trichoderma 0 0 0 0| O 0 11 0 0 0 33 0 0 0 0 0
Scopulariopsis 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Levadura 44 10 27 35|22 38 0 0 29 50 0 0 0 0 0 ©

ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica

I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.
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Cuadro 4.- Promedio (%) de los micromorfotipos bacterianos encontrados en los tratamientos y
durante los periodos.

Periodos / Tratamientos (%)

CM PM PC
Micromorfotipos ST AB RB F |ST AB RB F |[ST AB RB F |[ST AB RB F
Bastones Gram + 18 35 43 37 | 50 63 58 33| 75 58 60 87 | 28 62 30 10
Bastones Gram - 43 42 40 22 | 32 33 25 26 0 3 7 2 | 37 18 3 45
Bastones +y - 10 8 3 0 3 0 2 3 15 5 15 10 0 0 5 3
Bastones+ y Coba + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Bastones- y Coba + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bastones+ y Cocos- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0
Bastones - y Cocos - 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
Coba + y Cocos - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0
Coba +y Cocos + 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coba - y Bastones+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0
Coba + 0 0 5 7 0 0 2 5 0 8 2 0 0 8 17 2
Coba - 0 7 2 2 7 0 0 2 0 0 0 0 5 8 0 18
Cocos + 2 8 5 32 0 3 7 21 5 5 7 0 | 20 0 35 3
Cocos - 23 0 2 2 8 0 7 10 0 0 2 0 8 0 2 15
COCOS +Y - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 2 0 0 2
Cocos+Bastones+ 0 0 0 0 0 0 0 0 5 14 3 0 0 0 5 0
Coba = cocobastones
ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica
I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.
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Cuadro 5.- Analisis funcional para las comunidades bacterianas en los tratamientos y los
periodos de muestreo.

NGF MDA

I CM (PM| PC I CcM PM PC

ST | 52 50 52 | 47 ST | 3,16 2,45 2,24 2,65

AB| 51 49 54 | 54 AB 3 3,61 3,00 2,65

RB | 52 54 55 | 52 RB | 2,83 3,61 2,65 2,65

F | 52 57 53 50 F | 3,317 | 2,83 3,16 2,24

IDF NGI
I CM [PM | PC I CM PM PC
sT |0,93| 0,86 |0,88]| 0,8 ST 4 8 3 12
AB 085|083 |09 | 09 AB 4 5 3 6
RB|0,87| 0,9 |0,92| 0,88 RB 8 3 5 7
F 087 095 |0,88| 0,83 F 8 3 3 10

NGF= numero de grupos funcionales MDA= maxima distancia de amalgamiento

IDF= indice de diversidad funcional NGI= nUmero de grupos de identidad

ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica

I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.
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Cuadro 6.- Analisis funcional para las comunidades de hongos en los tratamientos y los

periodos de muestreo.

NGF MDA
I |CM|PM | PC I CM PM PC
ST | 11 9 7 13 ST | 283 | 3,00 | 2,45 | 2,45
AB | 9 8 3 3 AB | 346 | 2,83 | 3,00 | 2,65
RB | 7 10 2 7 RB | 2,65 | 3,00 | 3,00 | 2,65
F 16 4 2 4 F | 283 | 3,32 | 2,00
IDF NGI
I |CM|PM | PC I CM PM PC
ST 1 1 1 |0,56 ST 0 0 0 4
AB 1 1 1 10,23 AB 0 0 0 4
RB 1 1 1 10,22 RB 0 0 0 2
F (094 1 1 /040 F 1 0 0 3

NGF= nUmero de grupos funcionales MDA= maxima distancia de amalgamiento

IDF=

indice de diversidad funcional

NGI= numero de grupos de identidad

ST= Sin Tratamiento, AB= Tres afios de abonado, RB= Reabonado, F= Fertilizaciéon quimica

I= Inicio, CM= Crecimiento Medio, PM= crecimiento maximo, PC= Postcosecha.
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Fig.1- Porcentaje (%) degradativo de los sustratos empleados en las pruebas bioquimicas: lactosa (LAC),
glucosa (GLU), gas, nitrato (NIT), celulosa (CEL), lignina (LIG), pectina (PEC), inositol hexafosfato (INO),
almidon (ALM), urea, gelatina (GEL), fésforo organico P-org*, tween, quitina (QUIT) para las cepas de
hongos y bacterias durante el periodo de inicio (I = 0 dias ). *Prueba solo para hongos.
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Fig.2- Porcentaje (%) degradativo de los sustratos empleados en las pruebas bioquimicas: lactosa
(LAC), glucosa (GLU), gas, nitrato (NIT), celulosa (CEL), lignina (LIG), pectina (PEC), inositol hexafosfato
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(INO), almidén (ALM), urea, gelatina (GEL), fésforo organico P-org*, tween, quitina (QUIT) para las cepas
de hongos y bacterias durante el periodo de inicio (CM = 44 dias ). *Prueba solo para hongos.
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Fig.3- Porcentaje (%) degradativo de los sustratos empleados en las pruebas bioquimicas: lactosa
(LAC), glucosa (GLU), gas, nitrato (NIT), celulosa (CEL), lignina (LIG), pectina (PEC), inositol hexafosfato
(INO), almiddén (ALM), urea, gelatina (GEL), fésforo organico P-org*, tween, quitina (QUIT) para las cepas
de hongos y bacterias durante el periodo de inicio (PM = 98 dias ). *Prueba solo para hongos.
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Fig.4- Porcentaje (%) degradativo de los sustratos empleados en las pruebas bioquimicas: lactosa (LAC),
glucosa (GLU), gas, nitrato (NIT), celulosa (CEL), lignina (LIG), pectina (PEC), inositol hexafosfato (INO),
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almidon (ALM), urea, gelatina (GEL), fésforo organico P-org*, tween, quitina (QUIT) para las cepas de
hongos y bacterias durante el periodo de inicio (PC= 144 dias ). *Prueba solo para hongos.
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AF.5.0. Efecto del EDTA sobre Medicago sativa L.y Cynodon
dactylon L. en la extraccion de metales pesados de suelo de
Cuemanco, México

Effect of EDTA on Medicago sativa L. and Cynodon dactylon
L. in the extraction of heavy metals from soil Cuemanco,
Mexico

Esther Matiana Garcia Amador, Beatriz Guadalupe Castillo Delgado, Leticia Lépez
Vicente, Aida Zapata Cruz. Email: becariosemga@yahoo.com.mx.
Laboratorio de fitorremediacion de suelos, Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal,
FES Zaragoza, Universidad Nacional Autonoma de México, México

RESUMEN

Los metales pesados, representan una amenaza para los seres vivos, por lo que se ha
empleado la fitorremediacién para mitigar el impacto de estos en el suelo regado con
aguas residuales o tratadas y fertilizados con quimicos, esta técnica, se basa en el uso
de plantas para removerlos, estabilizarlos y/o degradar compuestos organicos,
inorganicos y radioactivos que resultan toxicos en suelo y agua. Este proceso, puede
ser optimizado de diferentes maneras, para metales pesados, es mas eficiente cuando
se incrementa la biodisponibilidad del metal por la adicion de agentes quelantes que
forman complejos solubles facilmente asimilados por las plantas. Se evalud la eficacia
del agente quelante (EDTA), para movilizar los metales del suelo hacia las plantas:
Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L. Se utilizd6 suelo de Cuemanco con EDTA
(acido etilen diamino tetra acético) para el tratamiento y suelo de Cuemanco sin EDTA
que sirvid como testigo. Los resultados que se obtuvieron fueron que Medicago sativa
L. tuvo una acumulaciéon mayor de Cr en raiz (47.6 mg/Kg); de Pb en tallo (65 mg/Kg)
de Zn en hoja (29.8 mg/Kg); de Cd en tallo (3.9 mg/Kg) en suelo donde se anadié
EDTA,; y de Ni en raiz (19 mg/Kg); de Cu en hoja (4.4 mg/Kg) en suelo sin EDTA. En el
caso de Cynodon dactylon L. presento concentraciones mas altas de Cr (20.2 mg/Kg),
Ni (13.9 mg/Kg), Zn (29.6 mg/Kg), Cu (10.7 mg/Kg), en raiz, en suelo con EDTA, y, Pb
(66.7 mg/Kg), Cd (4.4 mg/Kg), en raiz, en suelo sin EDTA. por lo que se concluye que
Medicago sativa L. es hiperacumuladora de Plomo, Zinc y Cadmio, y tolerante para
Cromo, Niquel, Cobre, en suelo con y sin EDTA; y, Cynodon dactylon L. es
hiperacumuladora de Zinc en suelo sin EDTA, y tolerante para Cromo, Niquel, Plomo,
Cobre y Cadmio en ambos tratamientos.

Palabras clave: fitorremediacion, bioacumulacion, metales pesados.
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ABSTRACT

Heavy metals pose a threat to living things, so phytoremediation has been used to
mitigate the impact of these on the soil irrigated with sewage or treated and fertilized
with chemicals, this technique is based on the use of plants to remove, stabilize and / or
degrade organic compounds, inorganic and radioactive toxic resulting in soil and
water.This process can be optimized in different ways, for heavy metals, is more
efficient when bioavailability is increased by the addition of metal chelating agents which
form soluble complexes easily assimilated by plants. The efficacy of the chelating agent
(EDTA), to mobilize metals from soil to plants: Medicago sativa L. and Cynodon dactylon
L. Cuemanco soil was used with EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid) for the
treatment and without EDTA Cuemanco floor which served as control. The results
obtained were that Medicago sativa L. had a higher accumulation in root Cr (47.6 mg /
Kg) of Pb in stem (65 mg / kg) Zn sheet (29.8 mg / Kg) of Cd in the stalk (3.9 mg / Kg) in
soil where EDTA added, and Ni in the root (19 mg / kg) Cu sheet (4.4 mg / Kg) in soil
without EDTA. In the case of Cynodon dactylon L. presented higher concentrations of Cr
(20.2 mg / kg), Ni (13.9 mg / kg), Zn (29.6 mg / kg), Cu (10.7 mg / kg) in root in soil with
EDTA, and Pb (66.7 mg / kg), Cd (4.4 mg / kg) in root in soil without EDTA. so it is
concluded that Medicago sativa L. is hyperaccumulator Lead, Zinc and Cadmium, and
tolerant to Chromium, Nickel, Copper, in soil with and without EDTA, and Cynodon
dactylon L. is hyperaccumulator of zinc in soil without EDTA, and tolerant to chromium,
nickel, lead, copper and cadmium in both treatments.

Keywords: phytoremediation, bioaccumulation, heavy metals.

INTRODUCCION

Desde el comienzo de la revolucién industrial, la contaminacién del medio ambiente con
metales toxicos se ha incrementado dramaticamente (Bidar et al., 2007; Del Rio et al.,
2002). Entre las diferentes fuentes de contaminacion con metales, se incluyen los
efluentes industriales, la produccion de combustibles, la mineria, la utilizacion de
productos quimicos agricolas, la pequefia industria (incluida la produccion de baterias,
productos de metal, fundicion de metales, las industrias de recubrimiento de cable), la
combustion de carbon; la aplicacion insegura o el exceso de (a veces prohibidos)
pesticidas, fungicidas y fertilizantes (Jadia y Fulekar, 2009). Durante estos procesos los
contaminantes se liberan continuamente al agua y el suelo, dafiando a los organismos
(Wang et al., 2009).

Los metales pesados representan una amenaza para los seres vivos, por lo que se han
desarrollado una serie de métodos para enmendar el impacto causado, estos suelen
ser costosos y pueden afectar de manera irreversible las propiedades del suelo, agua y
de los seres vivos que en ellos habitan (Poulik, 1999). Técnicas como la excavacion,
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solidificacion, estabilizacion, lavado del suelo y fitorremediacidn se han empleado para
mitigar el impacto de metales pesados en el ambiente del suelo (Sung et al., 2011).

Cuando las tecnologias de remediacion se basan en el uso de plantas, globalmente
reciben el nombre de fitorremediacion (Carpena y Bernal, 2007); consiste en la
remocion, transferencia, estabilizacién y/o degradacién y neutralizacion de compuestos
organicos, inorganicos y radioactivos que resultan toxicos en suelos y agua. Esta
tecnologia tiene como objetivo degradar y/o asimilar los metales pesados presentes en
el suelo, lo cual tiene muchas ventajas con respecto a los métodos convencionales de
tratamientos en lugares contaminados; es una tecnologia de bajo costo, posee un
impacto regenerativo en lugares en donde se aplica y su capacidad extractiva se
mantiene debido al crecimiento vegetal (Prieto et al., 2009).

La fitorremediacion, incluye la fitoestabilizacion y fitoextraccion, que se consideran
altamente rentables y no perjudiciales para las caracteristicas fisicas, quimicas y
biolégicas del suelo. En la fitoextraccion los metales pesados son eliminados a traves
de absorcion y posterior translocacién desde las raices hasta las partes aéreas de las
plantas. Con el fin de acelerar el proceso de fitoextraccién, quelantes diferentes han
sido utilizados en los suelos para ayudar a la translocacién de metales rapido del suelo
a las plantas (Sung et al., 2011).

Se ha reconocido que el EDTA (acido etilendiaminotetraacético) es uno de los
productos quimicos mas eficaces en la mejora de fitodisponibilidad de algunos metales
en el suelo y la captacion y posterior translocacidon en los brotes después de tratarse
durante unos dias (Zhuang et al., 2005).

En este trabajo se evaluaron 2 especies (Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L.)
como plantas fitorremediadoras en un suelo contaminado (Cuemanco) para evaluar la
eficacia de un agente quelante para ayudar a movilizar los metales a la planta. Es
necesario conocer el potencial fitorremediador, con ayuda de un agente quelante
(EDTA), de (Medicago sativa L. y Cynodon Dactylon L.), ya que hay escasos trabajos
de investigacion, ademas que estas especies de valor comercial son regadas con
aguas negras en diferentes partes de la Republica Mexicana, debido a esto se empled
suelo contaminado de Cuemanco ya que sus canales son llenados con agua tratada de
la planta del Cerro de la Estrella y emplean el sistema de chinampas (sedimento del
fondo de los canales), y se ha observado una baja produccion de hortalizas y de no
remediarse esto, pueden presentarse problemas serios por los efectos toxicos de los
metales pesados sobre animales, plantas y la salud humana.

OBJETIVO

Determinar la capacidad de Medicago sativa L. y Cynodon Dactylon L. en la
fitorremediacion de suelo de Cuemanco-Xochimilco, México contaminado con niquel,
zinc, plomo, cobre, cadmio, cromo, con ayuda de un agente quelante (EDTA).
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METODO

Zona de colecta de suelo

El lago de Xochimilco, México, se encuentra a 19°02'37" de latitud norte y 99°15'37" de
longitud oeste de Greenwich, a una altura de 2246 msnm. Esta zona posee un clima, de
acuerdo a la clasificacion de Koppen modificado por Garcia (1973) corresponde a
templado con lluvias en verano. Su temperatura media anual es de 12.7° a 36 °C, con
minimas de hasta 8 °C y maximas de 31 °C. La precipitacion media anual es de 891
mm; los vientos dominantes son del SE y alcanzan su intensidad en el mes de febrero,
marzo, y abril; y el periodo de lluvias abarca de mayo a octubre; las heladas inician en
noviembre y continuan hasta enero y febrero.

Fig. 1. Vista de la zona de colecta de suelo.

Cuemanco (figura 1), es uno de los principales canales de Xochimilco; este en la
antiguedad era abastecido con el agua proveniente de los manantiales naturales, sus
aguas servian para regar los cultivos y eran morada de aves nativas y migratorias; la
sobreexplotacidon del agua agot6 el caudal de los manantiales, provocando hundimiento
en los terrenos y contaminacién en las aguas del lago, ya que se llenan con aguas
tratadas de la planta del Cerro de la Estrella, lo que ha provocado una alta
contaminacion de los sedimentos y suelo con metales pesados.

Se presentan asentamientos irregulares, inadecuadas practicas productivas (utilizacion
de quimicos, nivelacion de terrenos con materiales contaminantes, etc.), mal manejo y
baja calidad del agua y altos niveles de contaminacién. La erosién en chinampas se da
por la pérdida de vegetacion y ganaderia extensiva. También hay salinizacion de suelos
y alta presencia de plagas.

Colecta del suelo

Se seleccionaron al azar dos chinampas en las cuales se practica la agricultura,
situadas en el canal de Cuemanco. Una de ellas fue la chinampa llamada “El Sabino”
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ubicada a una latitud de 19° 16.648 norte y 99° 05.522 oeste; y otra fue una chinampa
donde cultivan romerito, ubicada a una latitud de 19° 16.632 norte y a 99° 05.798
oeste, en ambas chinampas se colectdé un saco de suelo de distintos puntos de las
chinampas elegidos al azar. El cual se seco al aire después de colocarlo sobre pliegos
de carton. Posteriormente se preparé una mezcla compuesta.

Preparacién del suelo

Se utilizé suelo de Cuemanco con EDTA (acido etilen diamino tetra acético), se anadié
0.1 g. de EDTA 1 M por kilogramo de suelo y suelo de Cuemanco sin EDTA que sirvio
como testigo. Se emplearon 60 recipientes de PVC de 25 cm de altura y 10 cm de
diametro para el cultivo de Medicago sativa L. (alfalfa) y Cynodon dactylon L. (pasto).

Especies vegetales

Se utilizaron semillas comerciales de Medicago sativa L. y Cynodon Dactylon L. por ser
consideradas como plantas tolerantes a metales como Cobre, Niquel, Cadmio, Cromo,
Plomo y Zinc (Sung et al., 2011) (Bytyqi y Sherifi, 2010) (Del Rio et al., 2002) (Sekabira
et al., 2011). Las semillas fueron desinfectadas con una solucién de hipoclorito de
sodio al 5%.La germinacion de las semillas de alfalfa se realizd en cajas de Petri con
papel filtro y algoddén a temperatura ambiente. Una vez que las plantulas presentaron
las primeras hojas verdaderas se hizo el trasplante. Las semillas de Pasto bermuda
fueron sembradas de forma directa. Se utilizaron 30 ejemplares para cada especie, 15
de ellos recibieron el tratamiento con EDTA, mientras los otros 15 ejemplares fueron los
testigos con solo suelo de Cuemanco. Las plantas fueron regadas de forma manual con
agua destilada y se mantuvo a capacidad de campo.

Variables evaluadas

La altura de las plantas; la concentracidon de metales pesados en raiz, tallo y hoja
después de la cosecha y el factor de translocacion calculado de acuerdo a la ecuacion:
Tf = C taios / C raices, donde C representa la concentracion del metal en tallos y raices
(Shu, et al., 2002).

Analisis de planta

En la cosecha, a cada ejemplar se le retir6 el exceso de suelo evitando romper la raiz,
se midi6 el total de la planta, posteriormente se midio raiz y parte aérea, se peso y se
lavd con agua destilada para retirar el suelo restante y polvo que habia en parte aérea;
se dividieron los o6rganos de las plantas en raiz, tallo, hoja y se depositaron en bolsas
de papel previamente etiquetadas; se llevaron a estufa a 50 ° C para deshidratarlas
hasta peso constante. Después se molieron las diferentes estructuras por separado.
Para la digestion de la planta se hizo una mezcla triacida (Radojevi¢ y Bashkin, 1999).
La concentracion de metales pesados se determind mediante espectrofotometria de
absorcion/emision atémica Equipo Spectra 200 Marca Varian.
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Analisis de suelo

El suelo se secOd a temperatura ambiente, tamizé y almacend para emplearlo en la
determinacién de metales pesados en suelo (antes y después de la cosecha) se
determind por espectrofotometria de absorcion/emision atdmica Equipo Spectra 200
Marca Varian. Para el procedimiento de digestion se utilizé la Técnica de agua regia
(Radojevi¢ y Bashkin, 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién de metales pesados en suelo
Tabla 1. Promedios de la concentracion de metales pesados en suelo de Cuemanco.

mg/Kg
Tratamiento Cr Ni Pb Zn Cu Cd
Suelo sin EDTA (SC)
14 29.7 67 416 10.9 0.4
Suelo con EDTA (SE)
36.1 23.3 85 56 11.4 0.5
Suelo solo donde se cultivo Pasto
(PC) 16.7 191 56.5 54.6 8.9 ND
Suelo EDTA donde se cultivé Pasto
(PE) 35.2 18.2 1245 % 50.8 9.3 0.5
Suelo solo donde se cultivo Alfalfa
(AC) 13.2 233 46 11.6 9.8 0.1
Suelo EDTA donde se cultivo Alfalfa
(AE) 16.5 16.7 68.5 9.9 10.2 ND
Rango normal en suelo @ 5-1500 | 2-750 | 2-300 | 1-900 | 2-250 | 0.01-2.0
Concentracion critica en suelo ™ 75-100 | 100 | 100-400 | 70-400 | 60-125 3-8

Los datos proceden principalmente de Bowen, HJ. Environmental Chemistry of the
Elements. Londres (1979). (b) Concentracién critica total en suelo. Kabata-Pendias, A.
and Pendias H., Trace Elements in Soil and Plants. CR prensa, Boca Raton, Florida
(1984). ND= no detecto; * valor critico de acuerdo a Bowen, HJ. (1979).

Cromo, Plomo, Zinc, Cobre y Cadmio, presentaron las concentraciones mas altas
(Tabla 1) en el tratamiento de suelo con EDTA (SE) en comparacion con el tratamiento
sin EDTA (SC). El Plomo, en el tratamiento de suelo con EDTA donde se cultivo
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Cynodon dactylon (PE), se considera como toxico de acuerdo a Kabata-Pendias y
Pendias (1984). En los demas tratamientos, los metales estaban en un rango normal
(Cuadro 1). La concentracién de todos los metales del estudio en suelo con y sin EDTA
disminuyeron después de la cosecha de Medicago sativa; Ni, Pb, Cu y Cd, presentaron
el mismo comportamiento para el caso de Cynodon dactylon. La reduccion de la
concentracion de los metales pesados en el suelo se atribuye a su absorcion por las
plantas (Ciura et al., 2005; Singh et al., 2009). En el suelo con EDTA donde se cultivd
Medicago sativa (AE), y Cynodon dactylon ( PE) presentdé Cromo, Plomo y Cobre en
concentracion mayor, que en suelo sin EDTA donde se cultivd Medicago sativa (AC) y
Cynodon dactylon (PC); el pH elevado (7.4- 7.8) representa una baja movilidad en el
suelo (Abou-Shanab et al., 2007); a pesar que estos metales tienen una movilidad
entre media y muy baja, debido al pH medianamente alcalino (7.4-8.5) del suelo (Plant y
Raiswell, 1983), la adicion del quelante (EDTA), mejord la capacidad de los metales
para movilizarse en él, por lo que se incrementa la concentracion de estos en el suelo
(Huang et al., 1997).

Crecimiento de Medicago sativay Cynodon dactylon

A 40.0
35.0
L
30.0
T - «= Alfalfa C
25.0
Alfalfa E
U 20.0 -
== + *PastoC
R 15.0 Pasto E
A 10.0 /
o _/; )
(cm) 0-0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Fig. 2. Altura promedio de Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L.

Medicago sativa L. a lo largo del estudio obtuvo un crecimiento similar en ambos
tratamientos (AE y AC). Al terminar el periodo vegetativo en suelo sin EDTA alcanzo
una altura de 29 cm y con EDTA 28.9 cm; Cynodon dactylon L. durante el estudio
presentd alturas semejantes para ambos tratamientos (PE y PC), al final, llegé a una
altura de 36.6 cm en suelo sin EDTA y 34.8 cm en suelo con EDTA; de acuerdo al
analisis estadistico realizado, con un nivel de confianza del 95% de acuerdo al método
de Fisher (LSD), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
alturas de los tratamientos: La altura de Medicago sativa se vio afectada
negativamente (Bonfranceschi et al., 2009), ya que ambos tratamientos quedaron por
debajo de la mencionada por algunos autores que es entre 40 y 60 cm (Rebuffo et al,,
2000; Singh et al., 2009). Cuando las condiciones del medio no son adecuadas,
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Medicago sativa tiene la capacidad de detener su crecimiento (Ayanz, 2007). El
crecimiento de Pasto bermuda no se vio afectado, alcanzé una altura semejante a la
reportada en la descripcion de esta especie (Herbotecnia, 2005); ya que por lo comun
crece de 10 a 14 cm, aunque puede desarrollarse hasta los 40 cm (Halvorson y Guertin,
2003).

Concentracion de metales pesados en planta

Tabla 2. Promedios de la concentracion de metales pesados en diferentes érganos de
Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L.

mg/Kg

Muestra Cr Ni Pb Zn Cu Cd

Parte aérea Pasto sin EDTA (PC) 10.5 " 5.5 24.5 28.5 3.0 0.4
Parte aérea Pasto con EDTA 19 4.85 54" 354 7.3 1.0

PE

Hoja AIfaIfa(sin) EDTA (AC) 10.6° 46 38° 249 4.4 16
Hoja Alfalfa con EDTA (AE) 31" 6.0 395" 29.8 4.0 1.7

Tallo Alfalfa sin EDTA (AC) 10.5" 0.8 345" 11.3 0.3 2
Tallo Alfalfa con EDTA (AE) 11" 1.1 65" 23.2 24 3.9
Raiz Pasto sin EDTA (PC) 18% 1.7 66.7" 29.5 6.5 4.4
Raiz Pasto con EDTA (PE) 20.2" 13.9% 63.3" 29.6 10.7 3.4
Raiz Alfalfa sin EDTA (AC) 43.7"% 19" 31.5"% 9.6 25 0.8
Raiz Alfalfa con EDTA (AE) 476" 17.0"¢ 385" 10.32 3.8 2.6

Rango normal en plantas 0.03-14 | 0.02-5 | 0.2-20 1-400 520 | 0.1-2.4

Concentracién (tl:);'itica en plantas 5-30 10-100 | 30-300 100-400 | 20-100 5-30

Los datos proceden principalmente de Bowen, HJ. Environmental Chemistry of the
Elements. Londres (1979). (b) Concentracion critica total en planta. Kabata-Pendias
and Pendias (1984) * valor critico de acuerdo a Bowen, HJ. (1979).

De acuerdo a la tabla 2, se observa que en ambos tratamientos (PC Y PE) de Cynodon
dactylon se presentd una concentracion critica de Cr en raiz (Kabata-Pendias vy
Pendias, 1984) y se movilizo hacia parte aérea pero en menor concentracion,
comportamiento semejante al de Medicago sativa; las concentraciones son ligeramente
mayores en los tratamientos con EDTA que sin éste quelante; se observa que se
acumula mas en raiz seguido por el tallo y hoja; de tal manera que la fitoextraccion
inducida basada en la aplicacion de agentes quelantes, tales como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), ha sido probado con diferentes especies vegetales,

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 89



ISBN: 978-9968-641-26-5

para aumentar la biodisponibilidad de metales pesados, mejorando asi la absorcion por
la planta y la translocacién de metales pesados de las raices a parte aérea,
(Hernandez-Allica et al., 2007; Sinhal et al., 2010; Kumar et al., 2011). La traslocacion
de Cromo de las raices hacia los brotes es extremadamente limitado y su acumulacion
por las raices es mayor que para los brotes, independientemente de las especies (Ciura
et al., 2005). El Pb no se acumuld solo en raiz, donde tuvo la mayor concentracion,
también se movilizo hasta parte aérea (Tabla 2), a nivel critico (Kabata-Pendias vy
Pendias, 1984), debido a la adicion del quelante en el suelo, donde se desarrolld
Cynodon dactylon y Medicago sativa, se queda la mayor concentracion en raiz debido a
que es un metal con poca movilidad (Ciura et al., 2005) y se considera casi inmovil
(Sekara et al., 2005; Ciura et al., 2005; Mireles et al., 2004); los resultados de esta
investigacion demuestran que la adicion de EDTA permiti6 que el Pb se traslocara
hasta la parte aérea de la planta, es el tallo el tejido que mas concentracion presenta, a
diferencia de otras plantas como las compuestas al acumularlo en hojas (Sinhal et al.,
2010; Liphadzi y Kirkham, 2006). Para el Ni (Tabla 2) se observa que solo se presentan
concentraciones criticas en la raiz de las dos especies en ambos tratamientos y este
no se trasloca a la parte aérea donde la concentracion se considera normal (Kabata-
Pendias y Pendias, 1984). En el caso de la alfalfa la concentracion es mayor en el
tratamiento de suelo con EDTA, ya que el quelante permite una mayor acumulacion del
metal en estos organos (Sung et al., 2011). Para Zn, Cu y Cd las concentraciones de
las dos especies en ambos tratamiento de acuerdo a Kabata-Pendias y Pendias (1984),
son consideradas normales. Cynodon dactylon, en suelo con EDTA concentro mas
Zinc en parte aérea (Tabla 2), en comparacion con el tratamiento sin EDTA a diferencia
de Medicago sativa, la cultivada en suelo con EDTA concentr6 Zinc en mayor cantidad
en las hojas seguido por tallo y raiz. Un comportamiento similar tiene Tagetes erecta,
acumulando en parte aérea (hoja > tallo) una mayor concentracion de Zn con la adicion
de EDTA y en raiz pero a menor concentracion que parte aérea (Sinhal et al., 2010). El
Zn tiene efectos positivos en el crecimiento de Medicago sativa incluso a
concentraciones moderadamente altas, este elemento junto con Ni y Cu son
micronutrientes esenciales para la nutricion de las plantas. La fisiologia y bioquimica de
los efectos toxicos de Zn en plantas son similares a los reportados para otros metales
pesados, sin embargo, no se considera altamente fitotoxico (Aydinalp y Marinova,
2009). Las plantas acumulan facilmente Zn en tallo y hoja. la resistencia de las plantas
a altos niveles de zinc en los tejidos puede ser un factor que favorece la fitoextraccion
de Pb (Ciura et al., 2005). La concentracion mayor de Cu en Cynodon dactylon, en el
tratamiento PE, estuvo en raiz seguido por parte aérea. El cobre es un metal, que una
vez que es absorbido, se acumula en las raices, incluso cuando hayan sido dafiadas
por la toxicidad (Aydinalp y Marinova, 2009). Cynodon acumula mas cobre en raiz al
crecer en suelos sin EDTA (Abou-Shanab et al., 2007; Sekabira et al., 2011). EI mayor
contenido de Cu en Medicago sativa, fue en hoja seguido por raiz y tallo, debido a la
adicion de EDTA en el suelo. En los resultados de Mireles et al., (2004) la raiz acumulo
mas el metal seguido por hoja > tallo en Medicago sativa en suelos sin EDTA. El
cadmio (Tabla 2) en el tratamiento de Cynodon dactylon para suelo con EDTA se
observa una concentracion mayor en raiz, en el tratamiento AE, Medicago sativa
acumulo mayor cantidad de Cd en tallo seguido por raiz y hoja. La cantidad de cadmio
acumulado por las plantas aumenta con el incremento de la concentracion de este
metal en el medio de cultivo (Singh et al., 2009) y en los trabajos de (Hajibolan 2005;
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Singh et al., 2009) el cadmio se acumula principalmente en las raices de la planta. Cd
es un elemento bastante inmdvil, se ha clasificado como de toxicidad intermedia,
normalmente los iones Cd se mantienen principalmente en las raices, y solo pequefas
cantidades se transportan a los brotes (Jadia y Fulekar, 2008; Sanita y Gabrielli, 1999;
Singh et al., 2009). Las plantas pueden acumular grandes cantidades de este elemento,
aunque su concentracion en el suelo sea baja (Ciura et al., 2005).

Factor de Traslocacion

Tabla 3. Traslocacion de metal en Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L. en suelo
de Cuemanco sin EDTA y con EDTA.

Medicago sativa L. Cynodon dactylon L.
Factor de Factor de Factor de Factor de
Metal | Traslocacion | Traslocacion () | Traslocacion ) | Traslocacion
(@)
Cromo 0.24 0.23 0.58 0.94
Niquel 0.04 0.06 0.54 0.36
Plomo 1.15% 1.70" 0.37 0.8
Zinc 1.18" 2.25¢% 0.97 1.19"
Cobre 0.12 0.63 0.48 0.68
Cadmio 2.79¢ 1.51" 0.08 0.31

“ hiperacumuladora, suelo de Cuemanco sin EDTA (a), suelo de Cuemanco con EDTA (b).

Los valores (Tabla 3) del Factor de Traslocacién (FT) dicen que si es menor a 1 se
considera que la planta es tolerante, pero si es mayor a 1 es hiperacumuladora (Shu, et
al., 2002; Sung et al., 2011), por lo que Alfalfa es hiperacumuladora de Plomo, Zinc y
Cadmio y tolerante a Cromo, Niquel y Cobre en suelo sin EDTA; en suelo con EDTA es
hiperacumuladora de Plomo, Zinc y Cadmio, y tolerante a Cromo, Niquel y Cobre. Pasto
bermuda es una planta hiperacumuladora de Zinc y tolerante a Cromo, Niquel, Plomo,
Cobre, Cadmio en suelo con EDTA; en suelo solo Pasto bermuda es tolerante a Cr, Ni,
Pb, Zn, Cuy Cd.
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CONCLUSIONES

La adicion del agente quelante (EDTA), mejor6 la capacidad de Cromo, Plomo, Zinc,
Cobre y Cadmio para movilizarse en el suelo.

El crecimiento de Medicago sativa L. y Cynodon dactylon L. fue similar en suelo con y
sin EDTA; Medicago se vio afectada en los tratamientos quedando por debajo de la
altura descrita por esta especie; Cynodon en cambio no se vio afectado.

Medicago sativa L. concentro mas Cromo en raiz, Plomo y Cadmio en tallo, Zinc y
Cobre en hoja, en suelo donde se afiadié el agente quelante (EDTA) y Niquel en raiz
en suelo sin EDTA.

Cynodon dactylon L. concentro mas Cr, Ni, Zn, Cu en raiz en suelo con la adicion de
EDTA y Plomo y Cadmio en raiz, en suelo sin EDTA.

Medicago sativa L. es hiperacumuladora de Plomo, Zinc y Cadmio, y, tolerante para
Cromo, Niquel, Cobre, en suelo con y sin EDTA.

Cynodon dactylon L. es hiperacumuladora de Zinc en suelo sin EDTA, vy, tolerante para
Cromo, Niquel, Plomo, Cobre y Cadmio en ambos tratamientos.
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RESUMEN

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) a nivel mundial ocupa el cuarto lugar, detras
del maiz (Zea mays), el trigo (Triticum aestivum) y el arroz (Oryza sativa), como un
alimento basico de la seguridad alimentaria. En México es de los pocos cultivos que se
pueden cultivar en casi todo el territorio nacional. Una de las principales enfermedades
que afectan a la papa, y que se encuentra dentro de los primeros siete patégenos de
riesgo e importancia agricola es la pudricidon seca, causada por F. oxysporum entre
otros. En la presente investigacion se evaluo el efecto sobre F. oxysporum de dos sales
de Yodo; el yodato de potasio (KIO3) y el yoduro de potasio (Kl), asi como dos
fungicidas comerciales a base de yodo. Se aplicaron tres diferentes concentraciones (5
%, 10 % y 15% de Yodo libre) de cada tratamiento sobre cajas de Petri con medio
Papa-Dextrosa-Agar, para después inocularse con el hongo. Se midié el crecimiento
micelial durante siete dias a 25°C +2°C. Se eligieron tres tratamientos representativos y
diferentes estadisticamente para evaluar el desarrollo, a través del conteo de
estructuras reproductivas como micro y macro conidios, y de resistencia como las
clamidosporas, en camara de Neubauer. Los resultados fueron contundentes para el
tratamiento de yodato de potasio al 15 % en ambas variables (crecimiento y desarrollo).
Se atiende asi a la necesidad de desarrollar métodos sostenibles para el control de
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patogenos, utilizando -como es el caso del yodo-, elementos y compuestos que se
encuentran presentes en la naturaleza, economicos y de origen nacional.

Palabras Clave: Sostenibilidad, yodato de potasio, pudricion seca, clamidosporas.

ABSTRACT

The cultivation of the potato (Solanum tuberosum) worldwide ranks fourth, behind corn
(Zea mays), wheat (Triticum aestivum) and rice (Oryza sativa), as a staple of food
security. In Mexico is the few crops that can be grown in almost the entire country. One
of the major diseases affecting potato, and that is within the first seven risk pathogens
and agricultural importance is rot, caused by f. oxysporum among others. This research
evaluated the effect on f. oxysporum iodine as iodide of potassium salts (KIO3) and
iodide of potassium (Kl) and two commercial fungicides iodine-based. Three different
concentrations (5%, 10% and 15% of free iodine) of each treatment were applied with
medium Potato-Dextrose-Agar on Petri plates, to then be inoculated with the fungus.
Mycelial growth was measured over seven days at 25° C £2 ° C. Three representative
and different treatments were statistically chosen to evaluate the development, through
count as micro and macro conidia reproductive structures, and resistance as the
chlamydospores, in Neubauer Chamber. The results were strong for the treatment of
potassium iodate to 15% in both variables (growth and development). With the above
addresses the need to develop sustainable for pathogen control methods, as in the case
of iodine; element that has been shown is low-pollution and is located in the nature.

Keywords: Sustainable, potassium iodate, dry rot, chlamydospores.

INTRODUCCION

El género Solanum, de la familia de las Solanaceas es muy vasto, cuenta con alrededor
de 1000 especies, las cuales estan ampliamente distribuidas en el mundo; sin embargo,
existe una fuerte concentracion de especies en América. Se conocen alrededor de 200
especies de Solanaceas tuberosas repartidas en 21 series taxonomicas, se les
encuentra desde las Montafias Rocosas hasta el sur de Chile, sobre todo en zonas
elevadas, aunque algunas especies se encuentras en las llanuras de Argentina,
Uruguay y en el sur de Brasil asi como en los litorales peruano y chileno del Pacifico
(Rousselle et al., 1999).

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) a nivel mundial, conjuntamente con el maiz
(Zea mays), el trigo (Triticum aestivum) y el arroz (Oryza sativa), son los cuatro rubros
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alimenticios basicos de la seguridad y soberania alimentaria en formas variadas de
consumo por los diferentes segmentos del mercado (Panchi et al., 2011).

En México el cultivo de papa tiene una gran importancia econdmica, ya que es de los
pocos cultivos que se desarrollan en casi todo el territorio nacional. Actualmente se
cultiva en 23 estados de la Republica, pero sdélo seis aportan aproximadamente el 66%
de la produccion total (SIAP, 2012). Este cultivo es afectado por varias enfermedades
causadas por hongos fitopatdgenos, las cuales generan pérdidas econdmicas. Una de
las principales enfermedades que aquejan a este cultivo es la pudricidn seca de la papa
causada por Fusarium spp., es la enfermedad mas importante causada por un complejo
de especies de este hongo, entre las que destaca F. oxysporum, afectando al cultivo
desde el almacenamiento hasta la cosecha, con reducciones en calidad y rendimiento,
que pueden ser significativas si no se trata el problema (Trinidad, 2012). Los principales
sintomas de la pudricion seca de la papa causada generalmente por Fusarium
oxysporum son lesiones oscuras, ligeramente hundidas, que luego se extienden
superficialmente, dejando cavidades internas que pueden contener micelio. En el borde,
la pudricion es claramente definida, aparecen anillos concéntricos sobre la superficie
del tubérculo y el micelio externo es evidente, secando y endureciendo al tubérculo
(Centro Internacional de la Papa, 1996).

Esta enfermedad es controlada frecuentemente con fungicidas sintéticos, los cuales
presentan un efecto negativo en la biosfera y provocan el desarrollo de cepas fungicas
resistentes. Actualmente, se buscan alternativas ecoldgicas para el control de plagas y
enfermedades (Garcia, 2008).

El control convencional con agroquimicos de los tubérculos-semillas ha demostrado ser
ineficaz (Montaldo, 1984); es por esto que la presente investigacion busca evaluar el
efecto de sales de yodo (KIO3 y KI) a tres concentraciones ( 15%, 10% y 5%) de yodo
libre y compararlo con dos fungicidas comerciales a base de yodo (Yodal® e lodine®)
sobre Fusarium oxysporum aislado de papa (S. tuberosum), utilizando concentraciones
minimas que impacten escasamente al ambiente, e incrementar el beneficio social que
implica salvaguardar la produccion de un cultivo basico de la economia nacional.

MATERIALES Y METODOS

El patdégeno utilizado fue obtenido de aislamientos realizados en trabajos anteriores, a
partir de papas comerciales con los sintomas caracteristicos de Fusarium oxysporum.
Se inoculd sobre cajas de Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA),
acidificado.

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 97



ISBN: 978-9968-641-26-5

Los tratamientos de Yoduro de potasio (Kl) y Yodato de potasio (KIO3) fueron obtenidos
del almacén de Quimica en la UNAM-FESC-1, para uso en laboratorio y con una pureza
del 99.3 y 99.5 % respectivamente.

Los tratamientos de Yodal® (yodo libre 10g/L, surfactante no menos del 28 %) e lodine®

(Complejo de yodo-nonilfenoxil-polietoxi-etanol, con 2.5 % de yodo disponible) fueron
donados de un productor de papa en Los Mochis, Sinaloa.

Se propuso realizar los siguientes experimentos planteando la forma de evaluar a
través de:

Crecimiento; medir el porcentaje de inhibicion que tuvo el tratamiento sobre el hongo
durante siete dias a una temperatura constante de 25°C £ 2,y

Desarrollo; mediante el conteo de estructuras reproductivas y de resistencia como micro
conidios, macro conidios y clamidosporas, indicando si tuvo influencia en la produccion
de estas, como futuro inéculo y medio de dispersion.

Se realizd con un disefio completamente al azar con 12 tratamientos y un testigo, cada
uno con 6 repeticiones (Ver cuadro 1). Las unidades experimentales constaron de una
caja de Petri con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar + tratamiento), con un
total de 72 unidades experimentales (u. e.).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en el experimento.

Tratamientos (% de yodo libre)

KlO; al 5% Klal 5% Yodal al 5% lodine al 5% Testigo s/t
KIO; al 10% Klal 10% Yodal al 10% lodine al 10%
KIO3 al 15% Klal 15% Yodal al 15% lodine al 15%

Con el fin de observar el comportamiento de los datos se realizé un analisis de varianza
con un nivel de significancia de a= 0.05

Se calculé la concentracién de yodo en todos los tratamientos, (KIOs, Kl, Yodal® y
lodine®), llevando cada uno al 5 %, 10 % y 15 % de yodo libre; concentraciones que
fueron seleccionadas tomando como base la concentracion de yodo libre en los
fungicidas comerciales que es de 10 % y calculando concentraciones en dos extremos
(5 % y 15 %) para preparar la soluciones.

En el caso particular de los tratamientos con KIO; al 10 y 15 % fue necesario
someterlos a bafio maria y agitacion, el tratamiento al 15% después de cuatro horas de
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agitaciéon continua no se logré disolver por completo, ya que se llegé al punto de
saturacion, por lo que al no existir otra alternativa para su completa disolucion se
continud el experimento con la solucion saturada.

Sobre cajas de Petri con medio de cultivo PDA se colocaron aproximadamente tres
gotas de solucion de cada tratamiento con la ayuda de una micropipeta, y se distribuyé
el tratamiento con un triangulo de vidrio, previamente esterilizado. Con la ayuda de un
saca bocados de 7 mm se hicieron los cortes al azar en cajas con el hongo previamente
cultivado, y apoyados de una aguja de diseccion se cogieron los “tamborcitos” del
hongo que se colocaron en el centro de las cajas con los diferentes tratamientos.

MEDICION DE CRECIMIENTO MICELIAL

El crecimiento micelial de F. oxysporum se da a una velocidad importante, por lo que
fue necesario medir cada 24 horas las diferentes cajas de Petri con un vernier
electronico, tomando el diametro de lado a lado, por la parte posterior de la caja. Los
resultados se registraron en tablas para su analisis. Este procedimiento se realizo
durante siete dias (Mier et al., 2002).

Los resultados se sometieron a un analisis estadistico con el Software estadistico SAS
9.0. Desde un analisis de varianza hasta una comparacion de medias para un disefio
completamente al azar por el método de Tukey.

Conteo de estructuras: (Micro conidios, Macro conidios y Clamidosporas).

El Conteo de estas estructuras se realizé con la ayuda de una camara de Neubauer,
donde para el caso de las estructuras mas pequefas (micro conidios) se tomaron cinco
cuadritos del cuadro central. Para los macro conidios y clamidosporas se tomaron los
cuatro cuadros grandes a los extremos del cuadro central.

La seleccion de las muestras para el micro conteo, fue a partir de una observacion
cualitativa, excluyendo unidades que pudieran presentar contaminacion y tomando en
cuenta los resultados del analisis de varianza y comparacion de medias del
experimento anterior para la variable “crecimiento micelial”.

Para poder contar las estructuras se tomaron tres muestras de 7 mm de diametro del
hongo y se colocaron sobre tubos de ensaye con 5mL de agua destilada estéril.
Después, con una micro pipeta se tom6é 1mL vaciando la cantidad necesaria en la
camara de Neubauer y procediendo a realizar el conteo.

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 99



ISBN: 978-9968-641-26-5

Para obtener el numero total de estructuras reproductivas los resultados fueron
ajustados de acuerdo con Hansen (2000), mediante las siguientes formulas para
obtener el numero total de estructuras reproductivas:

Micro conidios: t*f*50,000, Macro conidios y Clamidosporas: t*5*25,000 donde t: es el
numero total de estructuras contadas, y f: el factor de dilucion, en este caso se utilizaron
5 mL, 50,000 y 22,000: Constantes

Se procedié al analisis de los resultados con una prueba estadistica de analisis de
varianza para un disefio completamente al azar, y una comparacion de medias por el
método de Tukey con un nivel de significancia de a= 0.05 con el software SAS 9.0°

RESULTADOS Y ANALISIS

El tratamiento con Yodal, fue eliminado de las pruebas, ya que en todos los ensayos
realizados, existio contaminacion por Trichoderma spp. y otras especies utilizadas para
control biologico de Fusarium spp. (Ver Figura 1)

Figura 1. Crecimiento de Trichoderma spp.y otras especies utilizadas para el control
bioldgico de Fusarium, del tratamiento eliminado de Yodal®

Variable: Crecimiento Micelial

Al comparar los tratamientos es evidente una diferencia significativa en el crecimiento
de micelio como se observa en la grafica 1.
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Grafica 1. Crecimiento micelial (mm) de Fusarium oxysporum spp. durante siete dias

con diferentes tratamientos.

Particularmente se distingue que el tratamiento 9.- KIO3; al 15% resulté con un menor
diametro de crecimiento de micelio, en contraste con el tratamiento 6.- Kl a la misma

concentracion para el que se obtuvo un mayor crecimiento.

Tabla 1. Medias de la Variable Crecimiento Micelial (mm.)
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Comparacion de medias por el método de Tukey, con a= 0.05, que indican diferencia

estadistica.

Como se puede observar en la Tabla 1, el tratamiento 6 (KI al 15%) aun con la mayor
concentracion de éste, obtuvo el menor efecto sobre la inhibicion de crecimiento
micelial, sugiriendo que fue un promotor para el crecimiento de Fusarium oxysporum. El
tratamiento 9 (KIO3 al 15%) tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre el hongo estudiado,
debido al efecto 6xido reductor de la solucion sobre la pared celular y la capacidad de
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destruir estructuras reproductivas en hongos como F. oxysporum, en comparacion con
el testigo quien mantuvo un ritmo de crecimiento normal durante el experimento (Figura

1).

Figura 2. Crecimiento micelial de Fusarium oxysporum en tres diferentes tratamientos.

1=Kl al 15%; 2 = Testigo; 3 = KIO3 al 15%

Se ha comprobado que el empleo de medios ricos en carbohidratos, variaciones en los
nutrientes, el uso de antibidticos en los medios de cultivo, la presencia de
contaminaciones bacterianas y los cambios genéticos introducidos durante la
preservacion de las cepas, entre otros, afectan la expresion de caracteres importantes
para el diagnostico de especies de este género y ocasionan la degeneracion de la cepa,
como consecuencia, el cultivo puede manifestar una lenta velocidad de crecimiento,
abundante micelio aéreo, escasez de macro conidios y reduccion de la pigmentacion,
entre otras variaciones (Seifert et al.,2000; Lépez y Lopez, 2004)

Variable: Desarrollo del Hongo.

A partir de los resultados de crecimiento micelial de los tratamientos 9, 6 y el testigo
(10) se tomo6 una muestra para la siguiente variable estudiada que fue “Desarrollo del
hongo” a través del conteo de estructuras reproductivas como micro conidios, macro
conidios y clamidosporas.
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Grafica 3.- Millones de macro conidios, micro conidios y clamidosporas de F.
oxysporum obtenidos de tres tratamientos.
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Tratamientos: 10.- (Testigo); 9.- (KIO315%); 6.- (KI 15%)

Conteo de micro conidios

El analisis de varianza muestra que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, lo que indica que al menos el desarrollo del hongo en sus formas basicas
como son los micro conidios, no se vieron afectadas con ninguno de los tratamientos
aplicados.

Conteo de macro conidios

En la grafica anterior se observa que si existio diferencia entre los tres tratamientos y tal
como se esperaba de acuerdo a los resultados de la variable crecimiento micelial, se
comprobd que con la aplicacion de yodato de potasio a una concentracion de 15 % los
macro conidios fueron escasos con respecto al niumero de macro conidios encontrados
en el tratamiento con yoduro de potasio a la misma concentracion. Con respecto al
testigo, este se encontré por arriba de ambos.

Conteo de clamidosporas.

Para el analisis de las Clamidosporas, la diferencia fue muy marcada, asi, el testigo
obtuvo una media de 8.375 millones de estructuras, el yoduro de potasio con 2,083.3, y
por ultimo el yodato de potasio con 0, este claramente influy6é en el desarrollo de esta
estructura con alto poder de perdurar como in6culo, colocandolo asi como un método
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de prevencion al disminuir la contaminacién en suelos, o almacenes por transferencia
de indculo presente en los tubérculos, restos de cosecha o el suelo mismo. (Ames de
lcochea, 1980).

Se demostréo que el yodo tiene funciones antisépticas, inhibiendo el crecimiento y
desarrollo de Fusarium oxysporum de manera parcial, en particular el Yodato de potasio
(KIO3 al 15%) logra con éxito la inhibicion del crecimiento y el desarrollo de
clamidosporas; no obstante, hasta el momento, su uso resulta poco viable debido al
costo (44USD/100g.), lo que representa un problema para su aplicacion a gran escala,
ademas de su baja solubilidad en agua.

Dada la necesidad de desarrollar practicas y métodos apropiados para el control de
patdogenos como F. oxysporum, se considera de importancia potencial el continuar esta
linea de investigacion con yodato de potasio y/o la combinacién con otros tratamientos;
ya que siendo poco contaminante y conocida su accién oxidativa sobre paredes
celulares, su uso es una alternativa sostenible para el manejo de enfermedades como
la pudricién seca de la papa (S. tuberosum).
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RESUMEN

En los seres vivos, el exceso de prooxidantes resulta en estrés oxidativo. El
metabolismo de plaguicidas induce la formacion de especies reactivas de oxigeno
capaces de danar moléculas biolégicas relevantes. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la peroxidacion lipidica, la respuesta de acetilcolinesterasas, carboxilesterasas,
y el sistema antioxidante en adultos de Cydia pomonella expuestos a concentraciones
subletales del organofosforado clorpirifds. Los insectos fueron expuestos durante 24 h a
las superficies internas de vasos de vidrio tratadas con 1 ml de clorpirifés en acetona
(3,9; 15,6; 62,5; 250 6 500 ppm) o con acetona sola (controles). La actividad de
acetilcolinesterasas se determino en el sobrenadante de homogenatos de cabezas. Los
niveles de malondialdehido y glutation, y las actividades de carboxilesterasas, glutation
S-transferasas, superoxido dismutasas y catalasas se evaluaron en los sobrenadantes
de homogenatos de cuerpos. El tratamiento con clorpirifés produjo los siguientes
efectos: (a) inhibicion de actividades de acetilcolinesterasas (100%) y carboxilesterasas
(83-88%) en todas las concentraciones aplicadas; (b) aumento significativo en el
contenido de malondialdehido en adultos expuestos a 3,9 ppm respecto a los controles;
(c) aumento significativo de la actividad de glutatién S-transferasas y del contenido de
glutation en individuos tratados con 250 y 500 ppm respecto a los controles. Las
actividades de catalasas y superdxido dismutasas no fueron modificadas por la
exposicidon al organofosforado. Los resultados sugieren que la actividad de glutation S-
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transferasas y el glutation cumplirian una funcién importante en la defensa antioxidante.
Ademas, el nivel mas alto de peroxidacion lipidica, determinado como contenido de
malondialdehido, fue observado a una concentracion relativamente baja. El siguiente
paso sera evaluar dicha respuesta a menores concentraciones de clorpirifés y calcular
valores de Concentracion Inhibitoria del 50% de las actividades colinesterasa y
carboxilesterasa.

Palabras clave: Cydia pomonella, clorpirifés, acetilcolinesterasas, carboxilesterasas,
estrés oxidativo.

INTRODUCCION

El estrés oxidativo resulta de la perturbacion de los sistemas oxidantes y antioxidantes
en favor de los primeros (Sies, 1997). Los oxidantes se forman como productos
normales del metabolismo aerdbico. También se pueden producir bajo condiciones
patolégicas. En la mitocondria, cuando el oxigeno es reducido a agua en la etapa final
del transporte de electrones de la cadena respiratoria, algunos intermediarios reactivos
son producidos. (Marnett, Riggins, & West, 2003). En las interfases del complejo | y la
ubiquinona y el Complejo Il/Complejo Ill, algunos electrones se escapan de la cadena
de transporte de electrones y reducen el oxigeno molecular a anién superéxido, el cual
es dismutado a peroxido de hidrégeno y es capaz de dirigirse al citosol.
Posteriormente, el perdoxido de hidrogeno puede ser descompuesto a oxigeno por la
catalasa (CAT) (Floyd, West, & Hensley, 2001). Las especies reactivas de oxigeno
podrian mediar los dafios celulares y extracelulares por la destruccion de membranas,
lipidos, lipoproteinas o por la alteracion de sistemas enzimaticos criticos, proteinas,
canales i6nicos que comprometen la funcidn celular y el estado antioxidante,
amplificando la lesion inicial. Algunas defensas antioxidantes incluyen enzimas y otras
moléculas. La superoxido dismutasa (SOD) es la principal enzima antioxidante en
células aerdbicas. Tanto la Cu-ZnSOD en el citoplasma y la MnSOD en la mitocondria
reducen los radicales superoxidos a peréxido de hidroégeno rapida y especificamente. El
peroxido de hidrogeno es rapidamente convertido en agua y oxigeno por la CAT. La
GST cataliza la conjugacién del glutation reducido (GSH) a una variedad de
componentes con centros electrofilicos en numerosos tejidos y organismos. El GSH es
ademas capaz de participar en la conjugacién no- enzimatica con algunas moléculas
quimicas. En el estado reducido, el grupo tiol de la cisteina es capaz de donar un
equivalente reducido (H'+ ) a otra molécula inestable, como las especies reactivas de
oxigeno (Rice-Evans & Burdon, 1993).

El Valle de Rio Negro y Neuquén, al norte de la Patagonia, es la region mas importante
en el cultivo de manzanas y peras en Argentina con 57.000 hectareas de produccion
(Villarreal, Mattei, Villegas Nigra, & Forchetti, 2010). El gusano de la manzana, Cydia
pomonella (Lepidoptera: Tortricidae), es la plaga mas importante de estos frutales en la
region. El programa de manejo para el control de esta plaga incluye organofosforados
como metilazinfos y clorpirifés, junto con otros plaguicidas convencionales (carbamatos)
y plaguicidas selectivos (reguladores del crecimiento, insecticidas microbianos, etc.).
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Aunque el blanco primario de accion de los organofosforados es la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), existen evidencias que estos plaguicidas generan radicales
libres que causan la disrupcion de la homeostasis en insectos (E. Buyukguzel, 2009).
Se ha sugerido que la tolerancia a piretroides en Anopheles arabiensis estaria
asociada a un aumento en la expresion del gen de SOD (Muller et al., 2008). Otros
autores han inferido que el estrés oxidativo producido por algunos organofosforados
contribuiria a la neurotoxicidad (E. Buyukguzel, 2009; K. Buyukguzel, 2006; Wu, Zhang,
Liu, Guo, & Ma, 2011).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la peroxidacion lipidica, la actividad de las
esterasas (AChE y carboxilesterasas) y del sistema antioxidante en adultos de C.
pomonella expuestos a concentraciones subletales del organofosforado clorpirifés.

MATERIALES Y METODOS

Especie utilizada

Los experimentos se llevaron a cabo con adultos susceptibles de C. pomonella criados
en laboratorio (CSL). Esta cepa se establecié en junio de 1991 a partir de 7.000 a
8.000 larvas diapausantes recolectadas de una chacra de manzanos abandonada. La
cepa se ha mantenido sin presion de plaguicidas y en condiciones controladas de
temperatura (25 °C), fotoperiodo (16:08 h luz: oscuridad) y humedad (70% HR).
Bioensayos

Adultos de 1-2 dias de edad fueron expuestos durante 24 horas a residuos secos de
clorpirifés (99% puro). El insecticida se disolvid en acetona y 1 ml de las soluciones se
aplicaron de forma homogénea en la superficie interna de los vasos de vidrio (212 ml).
Se utilizaron las siguientes concentraciones del insecticida: 3,9; 15,6; 62,5; 250 y 500
ppm. Los controles fueron expuestos a vasos tratados con acetona sola.

Preparacién de los homogenatos

Los térax y abddmenes de 4 individuos por réplica se homogeneizaron en 1.100 uL de
buffer 143 mM PiK pH 7,5 conteniendo 6,3 mM EDTA utilizando un homogeneizador
eléctrico PRO 200. Los homogenatos se centrifugaron a 10.000 g durante 15 min a 4
°C. A partir de éstos (4-5 repeticiones) se separaron alicuotas de 500, 120 y 10 pL para
la determinacién de la peroxidacion lipidica, el contenido de GSH y proteinas,
respectivamente. El volumen restante de cada homogenato se centrifugd a 16.000 g
durante 20 min a 4 °C, y los sobrenadantes resultantes se distribuyeron en alicuotas
para la determinacion de SOD, CAT, GST, EST y contenido de proteina.

Por otro lado, 4 cabezas por duplicado se homogeneizaron en buffer fosfato pH 7,5 mas
0,5% de Triton X-100. Los homogenatos se centrifugaron a 5.204 g durante 10 min a 4
°C. Los sobrenadantes se utilizaron como fuente de enzima.

Actividades de esterasas

La actividad de la AChE se midi6 de acuerdo a la técnica de Ffrench-Constant y
Bonning (Ffrench-Constant & Bonning, 1989). Tres pocillos consecutivos de la
microplaca fueron utilizados para cada muestra. El primero contenia 5 yL de etanol
(actividad basal), el segundo 5 pL de BW284C5 0,002 mM [1,5-bis (4-
allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide] y el tercero 5 yL de propoxur
0,05 mM. A cada uno de ellos se le adicion6 la muestra y los reactivos en un volumen
final de 205 uL y concentraciones finales de 1,5 mM ASChl y 0,5 mM 5,5’-dithiobis-2-
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nitrobenzoic acid (DTNB). En condiciones de linealidad, las absorbancias fueron
medidas a 405 nm en un espectrofotdmetro Microplate Reader durante 30 min. La
actividad de AChE fue expresada como pmoles/min x mg proteina utilizando el
coeficiente de extincién molar de 13,6 x 10° M~ cm™.

La actividad de esterasas (EST) fue determinada utilizando a-naftil acetato (a-NA) como
sustrato (Dary, Georghiou, Parsons, & Pasteur, 1990). El ensayo se llevo a cabo en un
volumen final de 250 pL, con concentraciones finales de 2 mM a-NA y 0,002 mM
BW284C5. Después de 15 min de incubacién, se adicionaron en cada pocillo 100 pyL de
2,5 mM Fast Garnet GBC. Las absorbancias fueron medidas luego de 10 min a 550 nm
en un espectrofotdometro Microplate Reader. Los valores de absorbancia fueron
transformados en pmoles de a-N a partir de una curva estandar.

Sistema antioxidante

La actividad de CAT fue determinada a partir de la descomposicién del H,O, a 240 nm
(Beers & Sizer, 1952). La reaccidn se llevo a cabo en 3 mL de buffer fosfato 50 mM pH
7,0 y 25 mM H20,, con una absorbancia inicial de 1.0. Diez yL del sobrenadante fueron
adicionados para iniciar la reaccién. Las absorbancias fueron medidas a 240 nm
durante 2 min en un espectrofotometro UV/visible. La actividad especifica fue
expr1esada como pmoles/mg proteina utilizando el coeficiente de extincion molar 40 M
cm .

La actividad de SOD fue determinada por su capacidad de inhibir la auto oxidacion de la
epinefrina (Misra & Fridovich, 1972). El volumen de reaccién (1 mL) contenia 50 mM
buffer de glicina pH 10,2; 60 mM epinefrina pH 2,0, y diferentes volumenes del
sobrenadante. Las absorbancias fueron medidas a 480 nm durante 2 min en un
espectrofotometro UV/visible. Una unidad de actividad de SOD fue definida como la
cantidad de enzima (mg proteina) necesaria para disminuir el 50% de la auto oxidacion
de la epinefrina.

La actividad de GST fue evaluada utilizando 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) y GSH
como sustratos (Habig, Pabst, & Jakoby, 1974). La mezcla de reaccion, en un volumen
final de 1 mL, consistié de 0,1 M buffer fosfato (pH 6,5), 10 uL de la fuente de enzima,
0,5 mM CDNB y 2,5 mM GSH. Las absorbancias fueron determinadas de forma
continua a 340 nm durante 2 min en un espectrofotdmetro UV/visible y corregidas por
las absorbancias de la reacciéon no enzimatica. Estos valores fueron transformados a
%Lmoles de CDNB conjugados utilizando en coeficiente de extincién molar 9,6 mM™ cm’

El contenido de GSH fue determinado utilizando el reactivo de Ellman (5,5'-dithiobis(2
nitrobenzoic acid-DTNB) (Ellman, 1959). Alicuotas de 120 uL del sobrenadante fueron
mezcladas con 120 uL de tricloro acético 10% y centrifugadas a 10,000 g durante 10
min a 4 °C. A 100 uL de ésta mezcla se le adicion6 1 mL del reactivo de Ellman y luego
de 5 min se midieron las absorbancias a 412 nm. El GSH fue cuantificado a partir de
una curva estandar.

La concentracién de proteinas fue determinada a partir de una curva estandar de
albumina bovina (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica fue ensayada por el método del &acido tiobarbiturico (TBARS)
(Buege & Aust, 1978). En resumen, la mezcla de 1 mL de 15% TCA (w/v), 0,375 %TBA
(w/v) y 0,25 N HCI fue adicionada a 500 pL del homogenato y hervida por 15 min a
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100 °C. Las proteinas precipitadas fueron centrifugadas y las absorbancias de los
sobrenadantes fueron medidas a 532 nm. La peroxidacion lipidica fue expresada como
nm?Ies MDA/mg por proteina utilizando el coeficiente de extincidn molar 1,56 x 10°M™
cm™.

Analisis estadistico

Las diferencias entre los controles y los grupos tratados fueron analizadas por ANOVA
seguido por el test de Dunnett.

RESULTADOS

Las concentraciones de clorpirifés requeridas para inhibir el 50% (Clsp) de la actividad
de AChE and EST fue de 0,15 ppm y 1ppm, respectivamente (Figura 1A y B). La
actividad de AChE fue completamente inhibida a las concentraciones estudiadas de
clorpirifés. La actividad promedio de EST en los adultos tratados fue significativamente
menor (0,0045-0,0066 umoles/min x mg proteina) que la de los controles (0.0385
umoles/min x mg proteina). Sin embargo, la inhibicion de las EST nunca fue total (83-
88%).

Las actividades promedio de GST, CAT, y SOD se presentan en la Figura 2 A. Las
actividades promedio de GST en adultos tratados con 250 and 500 ppm de clorpirifos
fue significativamente mayor (p < .005) que la actividad promedio de los controles. Por
otra parte, las actividades promedio de CAT y SOD no fueron significativamente
diferentes (p >. 005) entre los grupos tratados y controles. El contenido promedio de
GSH fue significativamente mayor (p > .005) en los sobrenadantes de adultos tratados
con 250 y 500 ppm de clorpirifés (Figure 2 B).

El contenido promedio de MDA fue 4 veces mayor en adultos tratados con 3.9 ppm del
insecticida (p <.005) que el promedio de los controles (Figura 3).

DISCUSION

La peroxidacion lipidica y los cambios en el sistema antioxidante observados en
insectos luego de exposiciones agudas (Akbar, Sharma, Jayalakshmi, & Sreeramulu,
2012) y subagudas (Adamski, Ziemnicki, Fila, Ziki¢, & Stajn, 2003; K. Bilyiikgiizel, 2006;
Wu et al., 2011), se suman a los efectos fisiologicos y neurotoxicos de algunos
plaguicidas. Larvas de Helicoverpa armigera mostraron un aumento en la peroxidacion
lipidica, con respecto a los controles, luego de 18 horas de exposicion a los piretroides
permetrina y fenvalerato (Akbar et al., 2012).Exposiciones prolongadas de Spodoptera
exigua a la CL1o y CL3o del organofosforado fenitrotion revel6 una asociaciéon entre la
actividad de SOD vy la supervivencia. Cuando la actividad de SOD era baja, la
supervivencia era baja y cuando la actividad de SOD era alta, la supervivencia también
era alta (Adamski et al., 2003). Los autores concluyeron que la toxicidad del plaguicida
estaba incrementada debido al desbalance entre los radicales libres y el sistema
antioxidante. En otro estudio, Oxya chinensis tratada con diferentes concentraciones del
organofosforado malatién y clorpirifdés mostraron cambios en la peroxidacion lipidica y
en las actividades de SOD y CAT. Sin embargo, estos cambios no fueron
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correlacionados con las concentraciones. A todas las concentraciones evaluadas,
estos plaguicidas no influenciaron la actividad de GST, pero disminuyeron la actividad
de la glutatién reductasa y el contenido de GSH con respecto a los controles (Wu et al.,
2011).

En el presente estudio, los efectos mas significativos observados luego de la exposicion
de adultos de C. pomonella a clorpirifés fue la inhibicion de la AChE y EST. Por otra
parte, a las concentraciones mayores de clorpirifés (250 y 500 ppm) se observo un
aumento significativo en la actividad de GST y el contenido de GSH. Resultados
similares fueron observados luego de la exposicién a plaguicidas en otros organismos
(Anguiano, Caballero de Castro, & Pechen de D'Angelo, 2001; Singh, Sandhir, & Kiran,
2006). Por ultimo, se observé un incremento en el contenido de MDA en los adultos
expuestos a 3.9 ppm del insecticida.

Estos resultados sugieren que la GST y el GSH podrian cumplir un rol importante como
defensa antioxidante a altas concentraciones de clorpirifés. El incremento en la
actividad de GST es indicativo de su rol protector contra la peroxidacién lipidica
inducida por xenobidticos (Leaver & George, 1998). El mayor nivel de peroxidacion
lipidica en el presente estudio se observd a una relativamente baja concentracién de
clorpirifés. Estudios posteriores estaran enfocados a investigar si existe alguna
asociacion entre la peroxidacion lipidica y la actividad del citocromo  P450
monooxigenasa.
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RESUMEN

De los residuos de la actividad cafetalera, los dos mas problematicos para las empresas
y para el ambiente son la broza y las aguamieles. La concentracion de los residuos
dentro del periodo de cosecha, y en particular en dos meses de la cosecha, profundiza
la dificultad de su manejo adecuado. En este contexto, es imprescindible hallar
alternativas practicas para la valorizacion de la broza, el segundo residuo mas
abundante y problematico del beneficiado. Se evalud la carbonizacion de la broza
como una opcion de valorizacion, dentro del marco de un proyecto de investigacion del
ITCR, en el que se tuvo la colaboracién de COOPETARRAZU como un socio altamente
efectivo. La carbonizacion como opcion valorizacién de la broza resulté inconveniente
por perderse casi 87% de la energia en gases piroliticos. La combustién directa y la
gasificacion, en cambio, se revelaron como excelentes opciones de valorizacion
energética. Las pruebas de combustion directa revelaron la formacién de humos que
exigen el tratamiento de las emisiones. La valorizacion energética de la broza
constituye una excelente opcion de manejo de este residuo para la empresa, ya que
puede absorber todo el flujo, mientras exista la capacidad de darle el manejo. Ello
resultaria sumamente conveniente para la empresa, dado que podria sustituir entre
30% y 90% de la lefia que consume y reducir los costos de manejo.

Palabras clave: carbonizacion, bioenergia, biocarbdén, biomasa, residuo, combustion
directa, gasificacion, broza, valorizacion.
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ABSTRACT

The two waste materials of the coffee activity that are most challenging to the industry
and environmentally, are the husk and the waste water. The peak flows of these wastes
during the production time, and particularly in two months of this period, augment the
difficulty of giving them a proper management. In this frame, it is necessary to find
practical options for the valorization of these wastes. Carbonization of the husk was
assessed as an option for valorization in the framework of a research project of the
ITCR, in which COOPETARRAZU was a highly effective partner. Carbonization of the
husk was found to be inconvenient, as up to 87% of its energy content was lost in
pyrolysis gases during carbonization. Direct combustion and gasification, in contrast,
appeared as excellent options, for similar reasons. For direct combustion, a previous
densification step is necessary; smoke production during the combustion tests showed
treatment of emissions to be due. The energetic valorization of the husk is an excellent
option for COOPETARRAZU, as it can absorb the 100% of the flow, provided there is
the capacity to manage it. This would be very convenient to the cooperative, as 30% to
60% of the firewood required could be replaced by the husk, and most of it could be
managed in this stream.

Keywords: carbonization, bioenergy, biochar, biomass, waste, direct combustion,
gasification, coffee husk, valorization.

INTRODUCCION

Los residuos biomasicos que representan problemas de manejo, con costos
considerables para las empresas, son comunes en las actividades agroindustriales.
Suele profundizar la problematica el hecho de que se concentren en una planta y en la
época de cosecha, pues crea la necesidad de una enorme capacidad instalada para
tratarlos, que se aprovecha solo por algunas semanas del afio. En el caso del café, los
residuos de la actividad del beneficiado durante anos contaminaron nuestros rios,
dejandolos convertidos en cloacas malolientes durante una parte del afio, y dafiando
sus ecosistemas. Esfuerzos que al sector le han costado mas de cien millones de
dolares (http://www.icafe.go.cr/nuestro_cafe/mejor_cafe/medio_ambiente.html,
consultado en mayo 2013), condujeron a un manejo considerablemente mejor de los
residuos de la actividad en Costa Rica.

La valorizacion de los residuos se constituye en la mejor estrategia para su manejo, ya
que el costo del procesoes menor que las ganancias. Sin embargo, aun no se ha
alcanzado la valorizacion de los residuos del beneficiado del café, por lo que el manejo
adecuado aun representa un gran reto econdmico y de otras indoles para el sector. La
valorizacion energéticapuede absorber volumenes muy grandes de residuos,
constituyéndose en una primera opcidn a explorar en casos como este. En el caso del
beneficiado del café, podria absorber la totalidad de los residuos, esencialmente
resolviendo el tema.
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Entre las opciones de valorizacion energética de un residuo biomasico, una es la
carbonizacion. El carbén de biomasa o biocarbon es un excelente combustible de uso
industrial, pero también tiene otros usos de mayor valor agregado. El biocarbdn tiene
una variedad de posibles usos, entre ellas, hay tres con particular potencial: como un
biocombustible mejorado, como carbdén activado o catalitico, y como enmienda de
suelos. Esas tres opciones son capaces de absorber la totalidad del producto
(McHenry 2009, Xiangfeng y colab. 1995, Antal y Gronli 2003; Woolf y colab. 2010;
Lehmann y colab. 2007). En el caso de la industria cafetalera, las tres opciones son de
interés para su propio sector, y las dos primeras son de interés en el proceso de
beneficiado.

Como combustible, el biocarbon resulta generalmente mejor que la biomasa original por
varias razones, entre ellas que no produce humo al quemar, que no se pudre, y que
generalmente tiene mayor contenido caldrico. En las plantas de beneficiado podria
también ser utilizado como adsorbente para purificar corrientes de gases que
actualmente se vierten a la atmdsfera sin tratar, y en el proceso de limpieza de las
aguas residuales. El uso como mejorador de suelos es un tema que reviste interés
particular.

Como mejorador de suelos, el biocarbdén es de gran interés desde las perspectivas
agricola y ambiental (McHenry 2009, Woolf y colaboradores 2010; Lehmann y colab.
2007, Lehmann 2006, Laird 2008, Lehmann y colab. 2003), por varias razones: a) tiene
persistencia de siglos o milenios, b) equivale a fosilizar el carbono sacandolo del ciclo
biogeoquimico y por ello resulta C-negativo, c¢) mejora las caracteristicas fisicas del
suelo en forma similar a la materia organica, y d) retiene y hace disponibles nutrientes y
agua en el suelo, incluido el fosforo (algo que no logra la materia organica). Algunas
ventajas de su empleo son que: a) el suelo se hace mas esponjoso y mantiene la
humedad por mas tiempo, b) proliferan microorganismos benéficos del suelo y por lo
tanto se incrementa su salud, c) se reducen los requerimientos de fertilizacion y con ello
los costos econdmicos y ambientales de la produccién agricola, d) se reduce la
lixiviacion de nutrientes y con ello la contaminacion de cuerpos de agua y de aguas
subterraneas, y e) se secuestra carbono del ciclo biogeoquimico por siglos y hace
aumentar la biomasa en el suelo después de su aplicacion, cosa que secuestra carbono
adicional del ciclo. Cada vez se encuentran mas reportes de logros significativos en
aumentos de productividad, reduccion de insumos agricolas, como fertilizantes y
plaguicidas, a raiz del uso del biocarbén en los suelos (Chan y colab. 2007; Oguntunde
y colab. 2004; Major y colab. 2010).

Este trabajo surge de un proyecto del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, propuesto
para evaluar la carbonizacion de residuos de la industria cafetalera. En el beneficio se
concentran los residuos de las cosechas de grandes extensiones de cafetales, tanto en
ubicacién como en tiempo; esto hace de los residuos del proceso de beneficiado los
mas relevantes de la actividad cafetalera. De los residuos del beneficiado, los mas
relevantes son la broza, las aguamieles y la cascarilla (ver cuadro 1). La broza
comprende el exocarpo (cascara) y el mesocarpio del fruto, es decir, la cascara del fruto
con parte de la pulpa. Las aguamieles son el agua residual del chancado, proceso en
el que se separa la semilla de la pulpa. Esa agua residual contiene una parte del
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mesocarpo de la fruta, que queda suspendiday disuelta. La cascarilla es la capa
pergaminosa que recubre los cotiledones de la semilla o grano de café, y es retirada del
grano cuando ya ha sido secado; este es el ultimo paso de preparacion del café, previo
al tostado.

Cuadro 1. Residuos mas relevantes del beneficiado del café, segun datos de
COOPETARRAZU.

9,5 Fanegas de café generan aproximadamente:
BROZA 1000 kg
AGUAMIEL 2000 kg
CASCARILLA 100 kg
COSTOS DE MANEJO 25 USD

La cascarilla es utilizada como combustible en la mayoria de los casos, y reviste poca
relevancia como problema. La relevancia de la broza y de las aguamieles reside en a)
el potencial de impacto ambiental, b) los costos de manejo y c) su abundancia y
consecuente dificultad de manejo. De estos dos residuos, el susceptible de someter a
un proceso de carbonizacidn en seco es la broza, por ser un solido secable. En
consecuencia, el proyecto en cuestion se enfocd en la broza del café, como resultado
del proceso de seleccion de residuos relevantes contemplado.

Existe una variedad de trabajos que consideran la valorizacion energética de la broza
del café (Suarez y colab. 2003 y 2003a, Rodriguez y Gordillo 2011, Sileshi y colab.
2013). Algunos de estos trabajos proponen la densificacion de la broza para su uso en
combustion directa (por ejemplo los de Suarez), cosa que con frecuencia lleva implicita
la venta del material a otro usuario. En otros se propone la gasificacién de la broza
para generacion del calor requerido en el proceso de beneficiado (Rodriguez y Gordillo
2011, Lugano y colab. 2010; Sileshi y colab. 2013). Rolando Chacén y Emmanuel
Montero (ICAFE, Costa Rica)enfocaron la gasificacion de la broza y se refieren a
experiencias en la industria (Montero 2008, Chacén 2007). Gangaputra (2013) hace un
analisis de la factibilidad de la generacién eléctrica a partir de la broza. Solo Pallavi y
colaboradores(2013) abordan la carbonizacién de la broza del café, mas no desde una
perspectiva de valorizacién industrial.

El proyecto del que surge este trabajo se concentré en la carbonizacion de la broza
desde una perspectiva industrial, dando un aporte en un campo aparentemente poco
explorado. Se realizd en colaboracién con la empresa COOPETARRAZU, que brindd
para ello valiosisimo apoyo. Sin embargo, este trabajo se enfoca prioritariamente en la
parte del proyecto que permitié llegar a conclusiones sobre la conveniencia de la
carbonizacion de la broza, que fue trabajo de laboratorio, principalmente.
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PARTE EXPERIMENTAL

En el proyecto del que surge este trabajo se esperaba producir varias toneladas de
carbén de broza, con las cuales se podrian realizar diversas pruebas, tanto de uso
como ensayos de laboratorio. Durante la obtencion de ese carbon, sin embargo,
surgieron problemas inesperados en su obtencion que obligaron a emprender una
evaluacion de la carbonizacion de la broza en el laboratorio. Los resultados de esas
pruebas de laboratorio permitieron explicar a qué se debieron esos problemas, y
ademas tomar decisiones estratégicas en el proyecto y sobre sus conclusiones.

Obtencion de muestras de broza

La broza con la que se hicieron pruebas, fue suministrada por la empresa, luego de ser
secada al sol en el patio de secado. El origen de esta broza fueron plantaciones la
zona de San Marcos de Tarrazu. Provino de café recolectado en diciembre 2011 y
diciembre 2012. Se utilizdé broza de secado reciente en todas las pruebas. El secado
se inicid en los 5 dias siguientes al chancado, es decir, a la generacion del residuo.

Termogravimetria de la broza

Se determinaron las temperaturas criticas para la pirélisis de la broza mediante una
evaluacion termogravimétrica segun el método descrito por Castro y Costa (2007) y
utilizado por Tenorio y Moya (2013) para evaluar caracteristicas de combustion.

Evaluacion de la carbonizacion de la broza del café en el laboratorio

Se estableci6 un método para evaluar la carbonizacion de los materiales en el
laboratorio. El método fue evaluado en cuanto a su repetibilidad aplicandolo a 2
materiales diferentes (raquis de palma y madera de ciprés), realizando mas de 15 veces
el ensayo en cada material, a fin de determinar la dispersion tipica del método. El
método consistidé en envolver cantidades de entre 2 g y 10 g de material en papel
aluminio, de modo que quedase sellado dentro de la envoltura. Se pesd6 cada paquete.
El paquete se coloco en la mufla (horno de alta temperatura Thermolyne 47000), la cual
se encendid y llevé a 300°C. Se mantuvo a esa temperatura por 60 minutos o bien el
tiempo necesario para que cesara la emision de humo. Luego se elevo la temperatura
a 500°C y se mantuvo durante 15 minutos. Después de esto se apagod el horno. Los
paquetes fueron pesados después de alcanzar nuevamente la temperatura ambiente.

El disefio del método se baso en datos termogravimétricos experimentales propios, y en
datos para materiales lignocelulésicos de Slopiecka y colaboradores (2011), que indican
que la pirdlisis de la hemicelulosa inicia cerca de los 275°C, mientras la celulosa y la
lignina se descomponen aproximadamente a 350°C. También se consideraron las
temperaturas de operacion del horno de carbonizacion, tal como las recomendé la
empresa fabricante.
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Evaluacion del contenido caldérico de los materiales

El contenido o poder caldrico de los materiales fue evaluado por el método estandar de
ASTM D3175 - 11.

Evaluacion del contenido de ceniza de la broza

El contenido de ceniza de la broza fue evaluado por el método estandar oficial 942.05
de la AOAC.

RESULTADOS

Como primer paso, logro establecerse un método que permitiera valorar la
carbonizacion de la broza en cuanto a rendimiento y propiedades del carb6on obtenido.
Para ello se recurrié a la termogravimetria y algunas otras informaciones disponibles.
La termogravimetria de la broza revel6 que a partir de aproximadamente 300°C se
presentaba un ritmo de pirdlisis mayor en la broza, como lo evidencia la figura 1.
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Figura 1. Termogravimetria de muestra de broza.

dm/dTdt (g/K min)

A partir de aproximadamente 370°C se presentaron inflamaciones de los gases durante
la medicion de temperatura, las cuales hicieron las mediciones mas dificiles y menos
confiables. Estos resultados, junto con datos de otras fuentes ya mencionadas, se
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usaron para para disenar el método de evaluacion del rendimiento de carbdn, o método
de carbonizacion, que permitio hacer un estimado del rendimiento de carbdn esperable
de un material, al carbonizarlo. Este método esta descrito en la parte experimental.

Se valord la repetibilidad del ensayo en dos materiales de especies muy diferentes
entre si, el ciprés y la palma aceitera, y los resultados se resumen en el cuadro 2. Los
coeficientes de variacion fueron de 2,1% y 2,5% respectivamente, con numeros de
repeticiones mayores a 15, con lo cual quedo6 determinada la repetibilidad del método.

Cuadro 2. Variabilidad del rendimiento en el método de carbonizacion.

RAQUIS PALMA MADERA CIPRES
PROMEDIO 26,5 %Carboén 26,2 %Carboén
DESVIACION ESTANDAR 0,68 %Carbon 0,55 %Carbon
COEFI. DE VARIACION % 2,5% 2,1%
N 18 17

Se aplico el método de carbonizacion a la broza y algunos otros materiales, con el fin
de estimar su rendimiento de carbdn. Se evaluaron los contenidos calodricos de la broza
y su carbon, y las de otros materiales relacionados. Los resultados de las pruebas se
muestran en los cuadros 3 y 4. En las condiciones del ensayo, la broza y demas
materiales se carbonizaron de manera reproducible, con un rendimiento de carbon muy
repetible. El contenido calérico de la broza suelta fue similar al medido para maderas
como el ciprés y el eucalipto, provenientes de las lefias que se utilizan regularmente en
la empresa como combustibles durante la cosecha y el beneficiado, como se evidencia
en el cuadro 4. La humedad de la broza seca expuesta al ambiente fue de 16,2%,
segun el método convencional de secado en horno (105°C durante 20 horas). El
contenido calérico del carbén de la broza suelta no se diferencié de aquél del carbon
obtenido de las briquetas.
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Cuadro 3. Resultados de los ensayos de laboratorio en la broza.

PRUEBA RESULTADO DESV]ACIC’)N COEFICIENTE
PROMEDIO ESTANDAR DE VARIACION

Carbonizacion de broza 27,2 0,7 2,6%
suelta (% rendimiento) *
Carbonizaciéon de broza en 30,1 0,7 2,2%
briqueta (% rendimiento) *
Ceniza broza (%)* 11,8 0,2 1,7%
Humedad de broza (%)** 16,2 0,55 3,4%
Contenido caldrico de broza 16,9 0,33 2,0%
suelta (MJ/kg)*
Contenido caldrico de 10,3 0,03 0,3%
briquetas de broza (MJ/kg)*
Contenido cal6rico de los 8,0 0,12 1,5%

carbones de broza de
briqueta y suelta (MJ/kg)

* material secado al sol, expuesto al ambiente ** secado convencional en horno

Cuadro 4. Resultados de los ensayos de laboratorio en materiales relacionados.

PRUEBA RESULTADO DESV]ACIC’)N COEFICIENTE
PROMEDIO ESTANDAR DE VARIACION
Contenido caldrico lefha de 16,6 0,04 0,2%
ciprés secada al sol (MJ/kg)*
Contenido cal6rico carbon de 43,4 0,95 2,2%
lefia de ciprés (MJ/kg)*
Carbonizacion lefa de ciprés 25,5 0,17 0,7%
(% rendimiento) *
Contenido caldrico lefha de 171 0,15 0,9%
eucalipto secada al sol
(MJ/kg)*
Contenido cal6rico carbon de 29,4 0,87 3,0%
lefia de eucalipto (MJ/kg)*
Carbonizacion lefia de 26 1,97 7,6%

eucalipto (% rendimiento) *

* material secado al sol, expuesto al ambiente
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DISCUSION

En el desarrollo del proyecto, el secado de la broza se revelé como un asunto irresuelto,
y que es un pendiente para poder valorizar la broza por la via energética. De los datos
de los cuadros 3 y 4 se evidencia que la broza tuvo un contenido calérico virtualmente
igual al de las lefas utilizadas actualmente en la empresa para obtener calor. De
acuerdo con los datos de la empresa, el consumo anual de lefia ronda los 17000 metros
cubicos. Dada la equivalencia del contenido calorico de la broza y de la lefia, la broza
que se produjo en la ultima cosecha equivale aproximadamente a entre 30% y 100% de
la lefia que se emplea actualmente. Actualmente el costo del manejo de los residuos se
aproxima a los USD25 por fanega, lo que combinado con el costo de la lefa justifica
plenamente cualquier inversion en hallar vias de valorizacion. Lamentablemente, las
pruebas de combustion directa dieron emisiones demasiado altas de humos, que los
equipos de la empresa no pueden evitar.

El método de carbonizacion desarrollado resulté con una repetibilidad alta. Esta
repetibilidad en combinacion con el disefio, lo hacen apropiado para estimar el
rendimiento de carbdn esperable de una biomasa, asi como sus cualidades. Su
aplicaciéon en la evaluacion de la carbonizacion de la broza permitié tener datos
confiables y repetibles en que basarse para tomar decisiones sobre esta via de
valorizacion para la broza.

De los datos de los cuadros 3 y 4 se desprende que la broza dio un rendimiento de
carbon semejante al de las lefias evaluadas. Sin embargo, el contenido calérico del
carbon de broza fue menor a un tercio de aquel del carbon de eucalipto, y de
aproximadamente un sexto del obtenido para el carbén de ciprés. Visto de otro modo,
la energia remanente en el carbon de broza fue de 13% de la contenida en la broza,
mientras que en el del eucalipto fue de 45% y en el del ciprés fue de 67%. EIl bajo
contenido caldrico del carbdn de la broza es confirmado por Pallavi y colaboradores
(2013).

La utilidad del carbon de la broza, con un contenido de ceniza cercano al 30% y un
contenido calérico menor a 10 MJ/kg, como fuente de calor en un proceso industrial
como el de COOPETARRAZU, resultaria muy limitada, considerando que la lefia es el
combustible actual, con contenidos caldricos de aproximadamente el doble, y con
contenidos de ceniza menores a los de la broza sin carbonizar. En las condiciones de
laboratorio se controlé que la carbonizacién fuese estrictamente andxica, pero en un
horno de gran tamafio como el que se esperaba usar para carbonizar, las condiciones
no son totalmente andxicas, y por lo tanto el rendimiento de carbon solo podria ser
menor.

También resulta relevante que la pérdida de al menos 85% del poder calérico de la
broza se diera en forma de gases piroliticos, que son principalmente hidrocarburos. En
la implementacion industrial de la carbonizacién de la broza, de no incinerarse estos
gases para generar calor, se perderia esa energia, y se emitirian a la atmosfera esas
sustancias como contaminantes, gases de efecto invernadero, y precursores de la
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formacion de ozono troposférico. En el caso de ser lavados los gases del proceso de
carbonizacion, se mitigarian en alguna medida las emisiones, pero se generaria un
problema de manejo de las aguas residuales, que podria ser mayor que el del manejo
de las aguamieles, por la toxicidad de algunas de los componentes del humo.

Los considerables inconvenientes de la carbonizacion de la broza detallados arriba
hacen que sea inviable, por si misma. La gasificacion, en cambio, se revela como una
opcion a explorar, dado que a temperaturas relativamente bajas (500°C) ya se logré
gasificar mas del 80% del poder calérico de la broza. Durante la evaluacion de la
broza como combustible en los hornos a que se tuvo acceso, si bien la combustién de
la broza fue excelente, también fue demasiado alta su produccién de humo. La
necesaria inversion en equipo adecuado para poder aprovechar la broza como
combustible, sin embargo, tiene una vasta compensacion a su favor, como ya se vio.

CONCLUSIONES

El paso previo pendiente para cualquier opcién de valorizacién energética de la broza
es resolver el tema del secado. La carbonizacién de la broza como via de valorizacion
energética se comprobd inconveniente e inviable, debido a la pérdida de contenido
calorico y a la emision de gases durante el proceso. Sin embargo, se comprob6 que la
broza tiene el potencial de sustituir una gran parte o hasta el total de la lefia usada en la
empresa durante el beneficiado. Lamentablemente la combustidon directa demostré no
ser una opcion, dada su alta produccion de humo; en cambio la gasificacion tiene gran
potencial para el caso de la broza, dado que puede contrarrestar el problema del humo.
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RESUMEN

Se evaluaron extractos de hojas de Quassia amara L. (Simaroubaceae) y flores de
Brugmansia suaveolens L. (Solanaceae) para determinar su actividad nematicida contra
Meloidogyne sp. el estudio se realizé en el Campus Agropecuario de la UNAN-Ledn en
el afo 2012.. El material vegetal fue deshidratado, pulverizado y los compuestos
extraidos utilizando como solvente metanol. El estudio se realizé en condiciones “in
vitro” evaluandose la mortalidad de los juveniles después de 12, 24 y 48 horas de
exposicidn a los extractos. Seguidamente se evaluaron los extractos en plantas de
tomate en maceteras bajo condiciones de invernadero, cuantificandose las poblaciones
de nematodos a los 25, 50 y 75 DEE (dias de exposicion al extracto). En el experimento
“in vitro” los extractos de B. suaveolens y Q. amara diluidos al 10% presentaron los mas
altos porcentajes de mortalidad después de 48 h alcanzando 78 y 96% de juveniles
muertos. En el experimento en maceteras se evaluo la mortalidad de juveniles, indice
de agallamiento (IA) y Factor de Reproduccion (FR). Los mejores resultados para Q.
amara se obtuvieron a los 25 DEE, con un porcentaje de mortalidad de 80%, un IA de 1
en una escala de 0-5 y FR de 0.20. Similarmente, el mejor efecto de B. suaveolens, se
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obtuvo a los 25 DEE con un porcentaje de mortalidad de 71%, un IA de 1.2 y un Fr de
0.29. Estos resultados “in vitro” y en maceteras evidenciaron que ambos extractos
poseen propiedades nematicidas, ya que redujeron significativamente (P< 0.05) las
poblaciones de nematodos, su reproduccion y el nivel de agallamiento de las raices de
tomate.

Palabras clave: Control botanico, cuasinoides, escopolamina, tomate, Meloidogyne sp.,
Indice de agallamiento, Factor de reproduccion y control alternativo

ABSTRACT

The nematicidal activity of leaves of Quassia amara L. (Simaroubaceae) and flowers of
Brugmansia suaveolens L. (Solanaceae) were evaluated against Meloidogyne sp., the
study was conducted at Agricultural Campus at UNAN-Ledn The plant material was
dehydrated, ground and the compounds were extracted using methanol as solvent. The
study was conducted in in vitro conditions evaluating juveniles of Meloidogyne sp. after
12, 24 and 48 hours of extracts exposition. Subsequently, extracts were evaluated in
tomato plants established in pots under greenhouse conditions. The nematode
population was quantified at 25, 50 and 75 days of exposure to extract (DEE). In vitro
test extracts of B. suaveolens and Q. amara diluted at 10% showed the highest
percentage of nematode mortality after 48 h, containing 78% and 96% of juvenile dead.
In the pots test, juvenile mortality, plant galling index (Gl) and nematode reproduction
factor (RF) were evaluated. The best result for Q. amara was obtained at 25 DAT, with
80% of mortality, Gl of 1 (in a scale from 0-5) and RF of 0.2. Similarly, the best effect of
B. suaveolens, was obtained at 25 DEE with 71% of mortality, Gl of 1.2 and RF of 0.29.
These in vitro and pots results demonstrate that both extracts have nematicidal
activities, as they significantly reduced (P< 0.05) nematode population, reproduction
abilities and root galling in tomato plants.

Palabras clave: Quassia amara, Brugmansia suaveolens, tomato, Meloidogyne sp.,
Galling Index, Reproduction Factor, alternative control.

INTRODUCCION

El tomate es uno de los vegetales de mayor consumo en Nicaragua debido a su sabor
agradable y alto contenido de vitaminas, potasio, hierro y fésforo (Henriques da Silva,
Barbosa, Brunele, Castro, Patel. 2008). Una de las principales limitantes en su
produccion es el nematodo Meloidogyne spp. el cual causa pérdidas calculadas en un
20% (Sasser & Freckman,1987). Este nematodo es del tipo endoparasito migratorio, los
cuales penetran las raices de las plantas y se alimentan de diferentes sitios de la misma
(Andrés, Gonzalez, Sanz, Burillo, Sainz. 2012). Una vez que penetra las raices, este
nematodo, produce una serie de cambios fisiologicos y morfologicos que impiden a la
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planta absorber agua y nutrientes esenciales para su desarrollo (Castagnone-Sereno,
2006).

En Nicaragua este problema ha sido manejado casi exclusivamente utilizando
nematicidas sintéticos, los cuales a pesar de ser efectivos y de rapida accién tienen las
desventajas de contaminar fuentes de agua, ser altamente costosos y riesgosos para la
salud humana (Wachira, Kimenju, Okoth, Mibey. 2009). Estos riesgos han promovido el
uso de nematicidas botanicos para el control de nematodos.

Sukul (1992) enumera al menos 57 familias botanicas que contienen compuestos con
potencial biocida, entre los que destacan; terpenos, alcaloides, esteroides y taninos.
Estos compuestos tienen la ventaja de ser mas seguros para el ambiente y la salud
humana que sus contrapartes sintéticos.

Entre las plantas que han sido reportadas con propiedades nematicidas estan
Chamaesyce maculata, Euphorbia pulcherima y Lantana camara (Cox, McCarty, Toler,
Lewis, Martin, 2006), /nula viscosa (Oka, Ben-Daniel, Cohen. 2006), Bixa Orellana,
Tagetes erecta L, Hyptis suaveolens Poit y Ocimum gratissimum L (Olabiyi, 2008) y
Ricinus communis. Esto demuestra la diversidad de esfuerzos que han sido realizados
para encontrar moléculas naturales con efecto nematicida.

Se estudiaron extractos de Quassia amara L., y Brugmansia suaveolens L.,
evaluandose su potencial nematicida sobre Meloidogyne sp. Ambas especies de
plantas crecen naturalmente en Nicaragua y se ha reportado que poseen propiedades
nematicidas (Gutiérrez, 1988; Lopez, 2010)

MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del estudio

La extraccion de los compuestos se realizé en el Laboratorio de Quimica del Instituto
Tecnologico de Costa Rica, Sede San Carlos, Costa Rica. Las pruebas de mortalidad
se realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia, de la Universidad Nacional Autonoma
de Nicaragua-Ledn, Nicaragua en el afio 2012.

2.2. Preparacion del inéculo de Meloidogyne sp.

Una masa de huevos obtenida de raices agalladas de tomate var. Shanty susceptible a
Meloidogyne sp. fue colocada en un beaker con agua destilada y un inyector de
burbujas de aire por 24 h. Los huevos y juveniles fueron recuperados en tamices de 500
mesh y aplicados a suelo esterilizado colocado en maceteras que contenian una planta
de tomate, las que fueron mantenidas en invernadero por 75 dias (Castro, Flores, Uribe.
2011). Posteriormente, se extrajo las raices de las plantas inoculadas y se obtuvo
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huevos y juveniles de Meloidogyne sp utilizando una solucién al 0.5% de hipoclorito de
sodio (Hussey & Janssen, 2002).

2.3. Proceso de extraccion de compuestos botanicos

Se evalud el efecto de hojas de Q. amara y flores de B. suaveolens sobre Meloidogyne
sp. El material vegetal fue lavado en agua potable, secado y deshidratado en un horno a
35° C/ 96 h. Luego se pulverizaron en un Molino Foliar.

Los compuestos vegetales fueron extraidos de 350 g de material vegetal usando 200 ml
de metanol mediante un extractor Soxhlet por 24 horas. Luego la solucion fue filtrada a
través de un papel filtro Whatman no. 1 y el disolvente evaporado en un rotavapor Marca
Yamato® RE 200 por 3 horas (Naz, Palomares-Rius, Saifullah Blok, Khan, Ali. 2012)

2.4. Experimento in vitro

Se evaluaron 5 diluciones de cada extracto diluidos en agua destilada (1% v/v, 2.5%
viv, 5% vIv 7.5% viv 'y 10% v/v), un testigo absoluto (agua destilada) y un testigo
quimico (oxamil 50 mg I'"), colocandose 20 ml de estas soluciones en platos petri.
Posteriormente, se colocé 50 juveniles de Meloidogyne sp. en cada plato y fueron
incubados por 12 h, 24 h, 48 horas. Luego, los nematodos se transfirieron a un plato
petri con agua destilada por 24 horas. Se determiné la mortalidad de nematodos
observandolos bajo un estereoscopio, los nematodos posicion recta y sin movimiento
fueron considerados muertos. Los datos se analizaron mediante un disefio completo al
azar con cinco tratamientos y cuatro repeticiones en cada uno de los tres periodos de
incubacion. El experimento se realizé dos veces.

2.5. Experimento in planta

Se utilizé plantas de tomate vr. Shanty susceptible a Meloidogyne sp., sembradas en un
sustrato comercial estéril. Plantas con 20 dias de edad fueron trasplantadas a
maceteras de 1 kg de capacidad, aplicandose 50 ml de cada extracto a una
concentracion de 7.5% v/v. Cinco dias después, se aplicé una solucidon que contenia
200 juveniles alrededor de la base del tallo de la plantula, adicionandose dos
centimetros de suelo esterilizado para cubrir los nematodos (Hussey & Janssen, 2002).
Las variables medidas fueron, porcentaje de mortalidad de Meloidogyne sp., a los 25,
50 y 75 dias de exposicion al extracto (DEE). Se midi6 el indice de agallamiento (IA) a
cada planta a los 75 DEE cuantificandose el numero de agallas y asignandose un indice
de acuerdo a la escala propuesta por Taylor & Sasser (1978). Esta escala sigue un
esquema de 0-6, donde 0 = 0 agallas; 1 = 1-2 agallas; 2 = 3-10 agallas; 3 = 11-30
agallas; 4 = 31-100 agallas; 5 = >100 agallas.

Finalmente, se midié el Factor de Reproduccion (FR) a los 75 DEE el cual es una medida
de la capacidad reproductiva de los nematodos, utilizando la formula R= Pf/Pi, donde Pf
representa la poblacion final de nematodos encontrados y Pi representa la poblacion
inicial de juveniles que fueron inoculados.

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 128



ISBN: 978-9968-641-26-5

Se utilizé un disefio completamente al azar evaluandose el efecto de los extractos sobre
Meloidogyne sp. a los 25, 50 y 75 DEE, un testigo absoluto (agua destilada) y un testigo
quimico (oxamil 50 mg I"), cada tratamiento fue repetido cuatro veces. El experimento
fue realizado dos veces. Posteriormente se realizd analisis de varianza y prueba de
rango multiple de Duncan al 0.5 cuando fue necesario.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de cinco concentraciones de Quassia amara y Brugmansia suaveolens
sobre nematodos fitoparasitos a nivel de laboratorio

3.1.1. Efecto de Q. amara sobre nematodos in vitro: Las poblaciones de nematodos
expuestas al extracto por 12, 24 y 48 horas, presentaron reducciones significativas
(P<0.05) en todas las diluciones evaluadas, en comparacion con el testigo absoluto, lo
que demuestra sus propiedades nematicidas. Los promedios de mortalidad mas altos
se lograron a las 48 horas en las diluciones al 7.5 y 10%, donde se obtuvo un
porcentaje de 88% y 89% de nematodos muertos respectivamente. Se pudo comprobar
que los factores, tiempo y concentracion del extracto fueron fundamentales en la
mortalidad de nematodos. La viabilidad de los juveniles decrecié en la medida que se
utilizaba una dilucion mas alta (10%) por un periodo de tiempo mas largo (48 h). El
testigo (agua destilada) presento el nivel mas bajo de mortalidad con 13%, siendo
superada por todos los tratamientos evaluados. El testigo quimico (oxamil) present6 el
nivel mas alto de mortalidad con 96%.

Niveles de mortalidad similares a los encontrados en este estudio han sido reportados
previamente por Lépez (2010), quien al evaluar la mortalidad in vitro de Radopholus
similis observd un 86% de mortalidad utilizando extractos de Q. amara. Estos altos
niveles de mortalidad han sido atribuidos por Coats (1994) a metabolitos secundarios
presentes en alcaloides y aminoacidos aislados frecuentemente de ésta planta,
destacandose el alcaloide cantina el cual posee propiedades citotoxicas, que causan
dafio a las células de organismos vivos (Lépez & Pérez, 2008).

Por otro lado, Mancebo, Hilje, Mora, Salazar (2000) reportan un segundo alcaloide que
posee potencial nematicida y que igualmente es encontrado en Q. amara, como es la
cuasina, el cual es un terpeno que ha sido descrito como el compuesto mas activo que
utiliza la planta en contra de organismos que la atacan, lo que le permite ejercer una
accion biocida sobre organismos fitoparasitos (Lopez, 2010).

3.1.2. Efecto de Brugmansia suaveolens sobre nematodos in vitro: En un
comportamiento similar al experimento anterior, se comprob6 que la mayor mortalidad
de juveniles de Meloidogyne sp. fue encontrada a las 48 horas de exposicién en las
diluciones al 7.5% y 10% con promedios de 76% y 78% respectivamente. Estos
porcentajes fueron mas altos (P<0.05) que obtenidos en los otros tratamientos y fueron
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claramente superiores a los porcentajes de mortalidad encontrados en el testigo (agua
destilada). El testigo quimico, con promedios de juveniles muertos de 43 (12 h), 44 (24
h) y 46 (48 h), presento los niveles mas altos de mortalidad de juveniles de Meloidogyne
sp. con porcentajes de entre 86-92%.

Estudio previos demuestran que la mortalidad causada por B. suaveolens sobre
Meloidogyne sp. se debe a la presencia de alcaloides del grupo tropano, tales como
escopolamina, hiosciamina y atropina (Kvist & Moraes, 2006). En particular la
escopolamina es ampliamente conocido por poseer propiedades nematicidas que
pueden ser las responsables directas de la mortalidad encontrada en las evaluaciones
realizadas en el presente experimento (Shahwar, Abid Rehman, Magbool, Choudhary.
1995).

Tabla 1. Mortalidad de juveniles de Meloidogyne sp. expuestos al extracto de
Q. amara en condiciones in vitro en el afio 2012.

Tiempo de exposicion de juveniles a extractos de Q.

amara

12 horas 24 horas 48 horas
Testigo absoluto 488+083a' 6.50+1.51a 6.62+220a
Dilucion al 1.0% 14.25+£2.82D 16.13+£2.80 b 17.75+£4.50 b
Dilucion al 2.5% 2400+ 346¢ 2425+282c¢ 2575+3.77¢
Dilucion al 5.0% 28.37£ 2.26 d 28.88+4.22d 30.12+4.52d
Dilucion al 7.5% 4025+ 3.65e 4362+3.74e 4400+£298e
Dilucién al 10.0% 40.00+325e  43.25+385¢e 4450+3.89¢e
Testigo quimico 4238 +4.41f 4712+1.36f 48.37 £1.19f

" Numeros seguidos por la misma letra y dentro de la misma columna no son significativamente

diferentes (P<0.05) de acuerdo a la prueba de Rangos multiples de Duncan al 5%.
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Tabla 2. Mortalidad de juveniles de Meloidogyne sp. expuestos al extracto de B.
Suaveolens en condiciones in vitro en el afio 2012.

Tiempo de exposicion de juveniles a extractos de B.

suaveolens

12 horas 24 horas 48 horas
Testigo absoluto 6.75 £ 2.55 a' 6.87+164a 725+128a
Dilucion al 1.0% 11.25+£2.66 b 14.00+£3.63 Db 15.37+£292D
Dilucion al 2.5% 21.00+£2.93¢ 22.37+3.58¢ 2475+£2.60c
Dilucion al 5.0% 28.87+2.80d 30.62 £4.37d 30.87 £4.32d
Dilucion al 7.5% 33.62+362¢ 38.00x4.44 ¢ 38.75+450¢e
Dilucion al 10.0% 3475+427e¢ 38.62+3.66¢€ 39.00£4.69¢e
Testigo quimico 43.00£4.07f 4425+ 486 f 46.25+4.95f

1 Numeros seguidos por la misma letra y dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P<0.05) de acuerdo a la prueba de Rangos midiltiples de Duncan al 5%.

El porcentaje de mortalidad de nematodos mas alto fue de 78%, lo que representa un
alto efecto nematicida, sin embargo estos resultados son inferiores a los obtenidos por
Gutiérrez (1988) quien encontrd niveles de hasta 91% en juveniles de Meloidogyne sp.
Posteriormente, Insunza, Aballay, Macaya (2001) evaluaron nuevamente escopolamina
y encontraron que éste ejercié una alta actividad toxica contra fitonematodos. Estos
autores evaluaron las propiedades nematicidas in vitro de escopolamina contra el
nematodos fitoparasito Xiphinema americanum el cual luego de ser expuesto al extracto
por 24 horas presentd promedios de mortalidad que oscilaron entre 88-100% de
mortalidad (Insunza et al. 2001).

3.2. Efecto de Q. amara y B. suaveolens sobre Meloidogyne sp. asociado a tomate en
maceteras

3.2.1. Efecto de Quassia amara sobre Meloidogyne sp. en maceteras: En los muestreos
de nematodos realizados a los 25, 50 y 75 dias de exposicion al extracto (DEE), se
pudo observar que las poblaciones de Meloidogyne sp. fueron reducidas
significativamente en comparacion con el testigo sin aplicacion de extractos. Los
mayores niveles de eficacia del extracto fueron encontrados a los 25 DEE,
encontrandose unicamente 40 juveniles vivos lo que representa un 80% de mortalidad
de un total de 200 juveniles inoculados. Al cuantificar el IA se obtuvo un indice de 1.1
en la escala de 0-5 sugerida por Taylor & Sasser (1978), lo que representa 1-2 agallas
por planta. Adicionalmente, al evaluar el FR se obtuvo un factor de 0.2, menor que 1 lo
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que indica que la poblacion del nematodo se redujo, en este caso en un 80%, lo que
coincide con el bajo nivel de dafo reportado en el IA. Esto sugiere que las poblaciones
de Meloidogyne sp. vieron reducida su capacidad de reproducirse e infectar las planta
en presencia del extracto.

Las evaluaciones hechas a los 50 y 75 DEE demostraron un incremento poblacional,
asi como un aumento en el IA y en el FR de Meloidogyne sp. A los 50 DEE el
porcentaje de mortalidad fue reducido a 65% cuantificandose 70 nematodos vivos, el 1A
sufrid un leve incremento y fue medido en 1.62 y el FR se incrementé a 0.34. Las
mediciones a los 75 DEE demostraron un incremento en la poblacién de juveniles de
Meloidogyne sp. al reducirse su mortalidad a 46.37%, lo que representa 107 nematodos
vivos. Igualmente se incrementaron el IAa 1.87y el FRa 0.53

Tabla 3. Efecto de extractos de Q. amara 'y B. suaveolens sobre la sobrevivencia y el factor de
reproduccion de juveniles de Meloidogyne sp. en condiciones in vitro en el afio 2012.

Extracto de Q. amara Extracto de B. suaveolens

T NUmeros seguidos por la misma letra y dentro de la misma columna no son significativamente diferent (P<0.05) de
acuerdo a la prueba de rangos multiples de Duncan al 5%.

Testigo quimico 2926 +9.14a" 014+0.05a 30.00£5.02a 0.15+0.03a
Extraccion 25DEE 40.76 £ 11.08b 020+ (.. b 58.00 £6.60 b 029+0.09b
Extraccion 50DEE 69.76 £9.74 ¢ 0.34+0.06 ¢ 79.74£982¢ 0.39+0.07¢
‘ Extracciéon 75DEE 107.26 £ 11.36d 0.53+0.06 d 109.50 £ 13.04d 0.54 +0.08 d

34

_ Testigo absoluto 24450 £19.12e 1.22+0.10e 24924 +1824e 124+0.09¢

N

indice deagallamiento

0.t

Estos resultados sugieren que el efecto nematicida de Q. amara decrece con el tiempo.
Esto podria deberse a la degradacion natural del extracto al exponerse a las condiciones
del ambiente, lo cual reduce su efectividad. Esta degradacion de los principios activos del
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extracto de Q. amara ha sido previamente reportado por Flores, Hilje, Mora, Carballo,
(2008) quienes encontraron que los compuestos que causan la inhibicion alimenticia se
descomponen y pierden su efecto al exponerse a las condiciones ambientales.
Especificamente se ha encontrado que los alcaloides encontrados en Q. amara, tales
como los cuasinoides pueden ser descompuestos por la luz y probablemente por la
exposicion al aire (Flores et al. 2008).

La mortalidad de nematodos expuestos a extractos de Q. amara ha sido reportada
previamente por Lopez (2010) y podria ser explicada por la presencia compuestos como
cuasina y neocuasina en dichos extractos (Lopez & Pérez, 2008). Estos alcaloides
inhiben la capacidad de alimentacién de diferentes organismos fitéfagos (Mancebo et al.
2000). Esto fue posteriormente confirmado por Hilje & Stansly (2001), quienes
encontraron que la cuasina y neocuasina poseen propiedades disuasivas alimenticias.
Por otro lado Veierov (1996) afirma que estos alcaloides reducen los niveles de energia
y causan deshidratacion a los organismos expuestos a ellos.

EL IA encontrado en el estudio fue en promedio menor o igual a 2, lo que podria deberse
a las propiedades de las cuasinas y neocuasinas las que han demostrado ser de capaces
de inhibir la alimentacion de organismos plagas como los insectos (Hilje & Stansly, 2001).
Niveles de agallamiento menores a 2 son considerados bajos debido a que en
conformidad con el esquema planteado por Canto-Saénz (1983), plantas de tomate con
IA menores a 2 son consideradas tolerantes lo que sugiere que el extracto reduce el IA a
niveles que son tolerables por la planta.

Finalmente, se puede afirmar que el FR de Meloidogyne sp. se redujo con las
aplicaciones de extractos, observandose el mayor efecto en el tratamiento evaluado a
los 25 DEE con un FR de 0.20. Otros autores han encontrado FR de 9 al evaluar
variedades de tomate muy susceptibles a Meloidogyne sp. sin utilizar métodos de
control (Navarro-Barthelemy et al. 2009). Sin embargo Castro, Flores, Uribe. (2011), al
utilizar vermicompost y quitina, redujo el FR a 3.76. En el presente estudio, el FR oscild
entre 0.20-0.53, siendo mas bajo que el reportado por Castro et al. (2011), lo que
demuestra el potencial que posee este extracto como un nematicida alternativo.

El FR encontrado, brinda informacion muy importante sobre la utilidad del extracto
debido a es un indicador de la eficiencia del hospedero (Jiménez, 1985), lo que sugiere
que plantas a las que se le aplica el extracto se vuelven hospedero menos receptivos
para las poblaciones de nematodos

3.2.2. Efecto de Brugmansia suaveolens sobre nematodos en maceteras: Las
evaluaciones realizadas a los 25, 50 y 75 DEE sugieren que las poblaciones de
Meloidogyne sp. fueron reducidas en comparacion con el testigo. Los mayores niveles
de control fueron observados a los 25 DEE encontrandose 58 nematodos vivos lo que
representa 71% de mortalidad del total de 200 juveniles inoculados. El IA ocasionado
por los nematodos fue de 1.25, equivalente a 1-2 agallas por planta lo que es
insuficiente para causar un dafo severo a la planta. Por otro lado el FR fue de 0.29 lo
que indica que las poblaciones decrecieron en presencia del extracto, reduciéndose su
capacidad de reproducirse e infectar las plantas.
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Las evaluaciones hechas a los 50 y 75 DEE demostraron un incremento en los niveles
poblacionales de Meloidogyne sp., asi como un incremento en los IAy FR. A los 50
DEE el porcentaje de mortalidad del nematodo fue reducido a 60%, lo que demuestra
un incremento poblacional encontrandose 80 nematodos vivos, el IA sufrid un leve
incremento y fue medido en 1.7 y el FR fue medido en 0.39. Las mediciones a los 75
DEE muestran un 45% de mortalidad, lo que demuestra un incremento en la poblacion
de Meloidogyne sp. a 110 nematodos vivos, el |IA incrementd levemente a 2.0 y el FR
también se elevo a 0.54. El incremento en estas dos ultimas variables en comparacién
con las evaluaciones hechas a los 25 DEE demuestra que los nematodos tuvieron en
las dos ultimas evaluaciones menos dificultades para penetrar la planta, infectarla y
reproducirse.

La mortalidad causada por extractos de B. suaveolens sobre Meloidogyne sp. puede
ser atribuida a alcaloides toxicos que produce esta planta tales como atropina, hioscina
y escopolamina (Pino & Alvis, 2008). De estos, se sabe que la escopolamina es el
alcaloide que se presenta en mayores concentraciones en esta planta (Flores-
Hernandez, 2011) y el que posee mayor potencial nematicida (Shahwar et al, 1995).

Esto fue posteriormente confirmado por Gutiérrez (1988) quien al utilizar extractos de
Brugmansia sp. encontré 91% de mortalidad en poblaciones de Meloidogyne sp. en
tomate. Posteriormente se evaludé su actividad nematicida, encontrandose niveles de
mortalidad de entre 90-100% sobre Hoplolaimus indicus, y M. incognita (Hussain,
Mukhtar, Kayani 2011). Abid (1996) demostr6 que el agallamiento causados por
Meloidogyne sp. en tomate, fue reducidos gradualmente al incrementar la dosis de
escopolamina administrada, demostrando wuna correlacion inversa entre la
concentracion de escopolamina aplicada al suelo y el nivel de infestacion de
Meloidogyne sp.

En el presente estudio el IA en los tratamientos con extracto de B. suaveolens fue de
1.6, lo que demuestra su potencial nematicida ya que un indice menor a 2 indica que
los nematodos se vieron limitados en su capacidad de danar las plantas (Jiménez,
1985). Esto se puede deber a las propiedades repelentes y disuasivas alimenticias
atribuidas a este extracto (Pérez & Lannacone, 2008). EIl IA menor que 2 obtenido, es
propio de plantas tolerantes a Meloidogyne sp. segun la escala de resistencia propuesta
por Canto-Saenz (1983). El IA del tratamiento testigo fue de 3, lo que indica que la
variedad utilizada es susceptible segun los parametros del mismo autor (Canto-Saenz,
1983). De lo anterior se puede deducir que los bajos IA obtenidos se debieron al efecto
del extracto y no a la tolerancia de la variedad.

El FR en los tratamientos con extractos no superd 0.54 indicando que la poblacion de
Meloidogyne sp. no se incrementd en presencia del extracto, sino que decrecio. Un FR
menor a 1 es propio de plantas tolerantes segun la escala propuesta por Suarez &
Rosales (2008). En este caso, este bajo FR no se debe a la tolerancia de la variedad,
puesto que el testigo absoluto tuvo un FR de 1.24, sino que la tolerancia mostrada por
las plantas a Meloidogyne sp., se debio a la accion del extracto.
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RESUMEN

La acuacultura es una actividad de gran importancia para los paises en desarrollo, que
se emplea como estrategia de desarrollo rural. La evaluacion del desempefio ambiental
de la acuicultura, se sustenta en la confiabilidad de la informacion entregada por el
productor, y en las capacidades de control y fiscalizacion de las instituciones publicas
sectoriales. Hidalgo representa una potencia en el cultivo de peces, siendo el segundo
lugar en produccion de México; por lo cual es importante generar informacion actual del
desempefio de la actividad. Se generé6 una base de datos de las Unidades de
Produccion Acuicolas registradas ante las secretarias estatales, la cual se dividio en
base al grado de marginacién de la zona. Para el 2011 se tiene registro de 610
unidades de produccion acuicola, establecidas principalmente en zonas de marginacion
media (67%), sin embargo la mayor produccion se encuentra en zonas de alta/muy alta
marginacion (60% de la produccion del estado). El estudio mostré6 que se presenta
desempefio ambiental no satisfactorio, debido al incumplimiento de requisitos para
establecimiento y operacion.

Palabras clave: contaminacién, peces, acuacultura

ABSTRACT

Aquaculture is an activity of great importance for developing countries, used as a rural
development strategy. The evaluation of environmental performance of aquaculture
based on the reliability of the information provided by the producer and the control and
monitoring capabilities of public sector institutions. Hidalgo State is a powerhouse at fish
farming, the second production site in Mexico, so it is important to generate current
information of the activity performance. A data base of fish farm registered in the state
secretaries was generated. And this one was divided according to the degree of
marginalization of the area. For 2011 there is record of 610 fish farm, principally
established marginalization zones mean (67%), however the highest production is in
areas of high / very high marginalization (60% of the state). The present study showed
that environmental performance is not satisfactory due to the breach of requirements for
establishment and operation.

Key words: pollution, fish, aquaculture

INTRODUCCION

La acuicultura es la actividad de sector productor de alimentos con mayor esperanza de
mitigar la pobreza y contribuir con la seguridad alimentaria en el mundo (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2010). En México,
es la actividad de produccion de proteina animal con mayor crecimiento anual del 6.6
%, a nivel mundial ocupa el lugar 24 en produccion acuicola y esta genera mas de 16 %
de la produccion pesquera nacional (Comision Nacional de Acuacultura y Pesca
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[CONAPESCA] & Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion [SAGARPA] 2011). En el territorio nacional la produccion acuicola se
concentra en los estados de Sonora, Sinaloa, Veracruz, Tabasco, Jalisco, Estado de
México y Nayarit, conjuntamente se han identificado un gran numero de unidades de
produccion acuicola en Michoacan, Guerrero, Yucatan, Guanajuato, Hidalgo, Morelos y
Puebla (NOTIMEX, 2011). Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentaciéon ([SAGARPA], 2013b), reporta que Hidalgo representa una
potencia en el cultivo de peces, siendo el segundo lugar a nivel nacional en produccion
acuicola dentro de los estados sin litoral (SEDAGRO & SAGARPA, 2010; Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién [SIAP-SAGARPA], 2011; SAGARPA, 2013b);
por lo cual es importante generar informacion del desempefo ambiental de la actividad.
La acuacultura es una actividad usuaria de bienes y servicios ambientales, por un lado,
es usuaria del agua y del suelo como bienes; y por otro lado, es usuaria del agua como
servicios para la asimilacion de residuos de materia organica, compuestos de nitrogeno
y fésforo, y pueden generar impactos al ambiente como eutrofizacion y modificaciones
del habitat, entre otras (Magallon-Barajas, et al. 2007). Debido al rapido crecimiento de
la actividad, es necesario contar con mecanismos y herramientas que le permitan
planificar y controlar su desarrollo dentro de un marco sostenible, mediante un
desempefio ambiental adecuado (Pardo, et al. 2005; Garcia, et al. 2011). Se puede
realizar una evaluacion del desempeno ambiental de la acuicultura, sustentada en la
confiabilidad de la informacion entregada por el productor, y en las capacidades de
control y fiscalizacion de las instituciones publicas sectoriales. Indicadores ambientales
a considerar, bajo los principios de mantener los bienes y servicios que el medio ofrece
a la acuicultura, contribuir a mejorar la huella ecolégica de la actividad y fomentar la
sostenibilidad ambiental, son energia empleada, entradas/salidas, cumplimiento con
estandares ambientales, existencia de estudio de impacto ambiental, uso de
certificaciones y buenas practicas (Garcia, et al. 2011).

El objetivo del presente estudio es evaluar el desempeifo ambiental de la piscicultura en
Hidalgo en base al cumplimiento con la normatividad vigente generando informacion
actual de la actividad.

METODOLOGIA

El estudio se inici6 generando una base de datos con informacion de las Unidades de
Produccion de Acuicolas (UPA) establecidas en Hidalgo; para lo cual se accedi6é a
registros de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) en el Estado de Hidalgo; informes del Comité Acuicola
Hidalguense de Sanidad A.C. y Sector Pesquero del Estado, entrevistas con
encargados de dependencias administrativas, y visitas a campo registrando datos
generales de produccion. La informacion generada, se dividio considerando el grado de
marginacion establecidos por Consejo Nacional de Poblacion (CONAPQO) para el 2010
para el estado de Hidalgo; lo anterior debido a que la marginacién de la zona se
considera un factor importante para el desarrollo de la actividad. Los datos obtenidos se
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verificaron la normatividad vigente para hacer una evaluacion del desempefio ambiental
de la actividad en el Estado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En México, el desarrollo de la acuacultura esta enmarcado en la Ley General de Pesca
y Acuacultura Sustentable (2007); y regulaciones de caracter federal, contenidas en la
Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Medio Ambiente (1988), Ley de
Aguas Nacionales (1992), Reglamento de la Ley de Aguas Nacionales (1994) y la Ley
Federal de Derechos (2010). SAGARPA (2013c) menciona que para obtener una
concesion de Acuacultura comercial, entre otros, se necesita Acreditar su inscripcion en
Registro Nacional de Pesca y Acuacultura (RNPA), Estudio de Manifestacion de
Impacto Ambiental (EMIA), Concesion otorgada por la autoridad del agua (en los
términos de la Ley de Aguas Nacionales y Pago de derechos por el otorgamiento de la
concesion para la acuacultura comercial, conforme al articulo 191-A, fraccion IV de la
Ley Federal de Derechos).

De forma general se tiene que el 48.6% de las unidades de produccién cuenta con
RNPA, 7.66% con estudio de manifestacion de impacto ambiental, 20.9% concesién de
agua y 49.9% tienen seguimiento por parte de sanidad acuicola del Estado. SEDAGRO
& SAGARPA (2010), resalta que la importancia de contar con RNPA, es debido a que
es la fuente basica de consulta para conocer el inventario de activos y padréon de
productores en el Estado; este tramite es gratuito, sin embargo reportan que para el
2009 solo el 38% de las UPA cuentan con dicha inscripcidon; en la base generada del
2011 se reportan el 48.6% y SAGARPA (2013) reporta que 368 UPA cuentan con ella
(60%). SEDAGRO & SAGARPA (2010) mencionan la importancia de un proceso de
concientizacién de productores, como estrategia para combatir el rezago en la
inscripcion, la regularidad de los reportes y la fiabilidad de la informacion.

Los resultados muestran que existe un desempefo ambiental no satisfactorio, en el
cumplimiento con los requisitos establecidos para instalacion y operacion de la actividad
acuicola en el Estado. Este desempefio ambiental no satisfactorio, se debe
principalmente a la union de aspectos sociales y factores de “gobernanza”.

El grado de Marginacion y pobreza extrema, son factores sociales relevantes (FAO
2010; Gobierno del Estado de Hidalgo ([Plan Estatal de Desarrollo, PED], 2011).
SAGARPA (2011), menciona que 25.7% de la poblacion del Estado vive en pobreza
alimentaria, 33% en pobreza de capacidades y el 54.2% en pobreza patrimonial,
ademas de que Hidalgo es uno de los Estados mas pobres del pais y lo clasifica con un
grado de alto de rezago social. En la base generada se encontré que las actividades
acuicolas se realizan en el 60% de los municipios del Estado, de los cuales el 50% son
considerados de alta-muy alta marginacion. De las UPA registradas el 26% se
encuentran en zonas de alta-muy alta, 67% en media, 7% baja-muy baja (Fig. 1 A).
SEDAGRO & SAGARPA (2010) y Velasco et al. (2012), reportan que en el Estado el
54.3% y 57% de las unidades de produccion, se encontraban en zonas de alta/muy
altas grados de marginacion, observando una disminucion de casi el 50% en este
estudio. Esta disminucion se debe a que el indice de marginacion cambio; en 1999 se
tenian 41 municipios en alta/muy alta marginacién y para el 2010 se tienen solo 21
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municipios en la misma situacion. Algo importante de resaltar es el hecho de que la
mayor superficie de produccion se encuentra en zonas de baja y media marginacion,
37% y 32% respectivamente (Fig.1 B), sin embargo las zonas de alta y muy alta
marginacion se tiene la mayor produccion 44.15 t y 15.94 t respectivamente,
representando el 60% de la produccion total del Estado (Fig. 1 C). Lo anterior es
importante debido a que evidencia que la actividad acuicola en zonas marginadas,
representa una fuente de alimentos e ingresos econdmicos para los productores de
pequefia escala o rural, y que comercializan sus productos de forma local.
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Figura 1. A) Numero de Unidades de Produccion, B) Superficie De Cultivo (ha) y C) Cosecha
(t), en base al grado de marginacién de la zona establecido por CONAPO 2010. MA: muy alta,
A: alta, M: media, B: baja, MB: muy baja.

Al analizar el cumplimiento con estandares ambientales por grado de marginacién (Fig.
1), se tiene que las UPA establecidas en zonas de marginacion alta y muy alta
presentan mayor cumplimiento de estandares ambientales. Lo anterior se debe a que la
mayoria de los programas de capacitacion, seguimiento y apoyos se han dirigido a las
zonas de mayor pobreza en la entidad (PED, 2011). SEDAGRO & SAGARPA (2010)
mediante politicas de alto contenido social, ha destinado inversiones y apoyos de
infraestructura a dichas zonas.

Ponce et al.,, (2006) proponen que para alcanzar el desarrollo sostenible en la
acuicultura, se debe realizar una inversion en la gente a través de la educacion y
capacitacion, inversion en la investigacion y desarrollo, mejoramiento en el flujo de
informacion y comunicacion, entre otros, buscando con estas medidas abatir la pobreza
de las zonas rurales. A lo anterior, se hace referencia el trabajo que realizan, “por
separado” los Sistemas Productos implicados, Direccion de Acuacultura del Estado y
Sistema Hidalguense de Sanidad Acuicola, generando cursos de capacitacion y
seguimiento técnico para los productores. Secretaria de Desarrollo Agropecuario del
Gobierno del Estado de Hidalgo (SEDAGRO, 2012), menciona que mediante
programas de apoyo, realizé 2,125 asesorias a productores acuicolas y pesqueros de
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425 localidades pertenecientes a 65 municipios del Estado y buscando dirigir los
esfuerzos a localidades de mayor pobreza. PED (2011) menciona que las zonas donde
se efectua la actividad en el Estado, no se cuenta con grupos organizados y por
consiguiente es una de las razones por la cual se carece del Registro Nacional de la
Pesca, desempleo. Adicionalmente CONEVAL (2012) reporté que cerca del 20% de la
poblacién en el Estado presenta pobreza alimentaria y a nivel nacional, Hidalgo ocupa
el octavo lugar en marginacion (CONAPO, 2012). Aun asi, es necesario que esta
actividad llegue al estatus de sustentabilidad para beneficio de los mismos habitantes,
por lo cual se deben buscar opciones de tratamiento de efluentes adecuadas al grado
de pobreza, marginacion y educacion de la zona.

FAO (2008) menciona que el termino gobernanza se refiere a un marco legislativo facil
de aplicar, transparente y previsible, una reglamentacion que no sea demasiado
engorrosa, asi como estructuras institucionales y administrativas coherentes vy
coordinadas. De no cumplirse lo anterior, menciona que la aplicacion de las
reglamentaciones puede desincentivar a los acuicultores; como ejemplo la cantidad de
normas y el tiempo necesario para aplicarlas es uno de los principales problemas que s
epresenta. Con respecto a lo anterior se tiene que en el Estado se encuentran un 5%
de unidades de produccion sin operar debido a problemas de permisos y concesiones
de uso de agua (SEDAGRO & SAGARPA, 2010). Comision Nacional del Agua
(CONAGUA) es la autoridad que otorga la concesion de Concesion de
aprovechamiento de Aguas (superficiales y subterraneas) con un valor de $3,076.96 sin
IVA (CONAGUA, 2013). El pago por derecho de otorgamiento de una concesion para
acuacultura comercial $12,266.00 MNX (SAGARPA, 2013c). Dichos precios son altos, y
considerando las zonas de marginacidon y que la produccién obtenida es para
autoconsumo, el productor no genera ganancias para cubrir el tramite y pago de los
requisitos. Con el incumplimiento de requisitos de establecimiento y operacion, se
genera una flexibilidad en la “gobernanza”, alejado de un plan de regularizacién efectivo
gue contemple factores sociales-ambientales para el cumplimiento de los requisitos.
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Fig. 1 Cumplimiento de estandares ambientales de las unidades de produccidn establecidas en el estado de Hidalgo en
base al grado de marginacién A) Muy alto, B)Alto, C)Medio, D)Bajo y E)Muy bajo. Nota: RNPyA: registro nacional de
pesca y acuacultura, EMIA: estudio de manifestacion de impacto ambiental, AGUA: permiso y concesioén de uso de agua,
BPA: seguimiento para la certificacion por parte del comité de sanidad Acuicola del estado.
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Una parte muy importante que menciona la Ley de Aguas Nacionales (1992): “quien
use el recurso agua para actividades productivas, tiene la obligacion de regresar el
agua con la misma o mejor calidad de agua que con la que fue tomada del cuerpo
abastecedor”, por lo cual se menciona el que se debe contar con obras de tratamiento
previas a la descarga de agua para evitar la contaminacion de cuerpos de aguas
naturales receptores y se debe realizar un monitoreo de las descargas. En la base
generada se encontro que no se cuenta con registro de monitoreo de calidad de
efluentes, solo 3 de las unidades de produccion tienen filtros biolégicos de salida y el
10% de las UPA estan optando por fuentes de agua alterna como la precipitacion
pluvial y a disminuir el uso de agua mediante sistemas de recirculacion (SEDAGRO &
SAGARPA, 2010).

Algo muy importante de mencionar es que en materia de acuacultura sustentable, se
carece de un marco normativo estatal en materia pesquera, lo que impide, entre otras
cosas, la realizaciéon de funciones que actualmente competen al Gobierno Federal,
siendo las principales la inspeccion y vigilancia de los cuerpos de agua y unidades de
produccion, la emision de permisos de pesca comercial y pesca deportiva, la concesion
de uso de agua para el sector acuicola y pesquero y el dictamen para la realizacion de
estudios de impacto ambiental para la implementacion de nuevos proyectos acuicolas
(SAGARPA, 2011; PED, 2011).

El estudio realizado permite concluir que existe un desempefio ambiental no
satisfactorio, debido al incumplimiento de los requisitos de establecimiento y operacion
de las unidades de produccion acuicola. Este incumplimiento se genera, debido a que
en el Estado 50% de los municipios donde se realiza la actividad son de alta-muy alta
marginacion, y a que la gobernanza que aplica no se encuentra dirigida a esta parte de
la poblacidn. Por lo cual existe la necesidad de establecer una Ley general del Pesca y
Acuacultura del Estado de Hidalgo, que contemple los aspectos sociales y ambientales
especificos de las zonas donde se efectua la actividad. Generando las bases para un
plan de regularizacién efectivo, que contemple la parte social (marginacidén y pobreza)
como un eje de accion para lograr los objetivos de regularizacion ambiental.
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RESUMEN

El Sistema de Gestidén Socioambiental para la Produccién Sostenible de la Pifa (SG-
PSP) es un instrumento de trabajo para las empresas productoras de pifa, el cual tiene
como objetivo la identificacion y mitigacién de los impactos sociales y ambientales.

La norma esta compuesta por siete elementos fundamentales que una empresa o finca
pifiera requiere para implementar adecuadamente las regulaciones y compromisos que
se establecen. Los elementos son: sistema de gestion, responsabilidad social,
legislaciéon, compromiso de gestion social y ambiental, salud ocupacional, buenas
practicas de agricultura y huella de carbono.

Desde el 2009 al 2012 se ha realizado tres ciclos de revisiones en las fincas asociadas.
En la primera revision se hizo en forma de diagnostico para conocer el estado de cada
finca con respecto a la norma a partir de ahi se realizaron planes de trabajo para
implementar y mejor en los aspectos en los que la finca se encontraba mas débiles. En
los dos ciclos siguientes se ha venido revisando el cumplimiento y mejoramiento en las
fincas de acuerdo al SG-PSP con respecto a los planes de trabajos presentados
después del diagndstico realizado.

Para el primer ciclo se observé un 63%, para el segundo ciclo un 72% de cumplimiento
y para el tercer ciclo un 80% del SG-PSP. Este cumplimiento representa el 71% en
promedio de la produccién nacional.

Esto determina que el sector pifiero se encuentra comprometido a mejorar y a realizar
buenas practicas tanto agricolas como ambientales y sociales.

Palabras claves: sistema gestion, ambiente, social, produccidn sostenible.
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ABSTRACT

The Social and Environmental Management System for Sustainable Production of
Pineapple (SG-PSP) is a working tool for manufacturers, which aim is identifying and
mitigating the social and environmental impacts.

The standard consists of seven basic elements that a business or pineapple farm
requires to properly implement the regulations and commitments established. The
elements are: system management, social responsibility, legislation, social commitment
and environmental management, occupational health, good agricultural practices and
carbon footprint.

From 2009 to 2012, there have been performed, continues checkups on farms. The first
check up was made as a diagnosis, in order to find out the position of each farm in
respect to the standards. From there, several working plans were implemented, in order
to better the weaker aspects of the farm. In the following two checkups, the
performance, and improvements on farms, have been rigorously checked, according to
the SG-PSP, and taking into account working plans that were submitted after the
diagnosis was made.

During the first check up a compliance of 63% was observed, during the second one a
72%, and the third one showed up to 80% of the SG-PSP. This means that the average
of compliance is of 71% in national production. Therefore, it can be suggested that
pineapple sector is committed to improving and better its agricultural, social, and
environmental practices.

Keywords: management system, environment, social, eco-friendly production.

INTRODUCCION

El Sistema de Gestidon Socioambiental para la Produccién Sostenible de la Pifa (SG-
PSP) es un instrumento de trabajo para las empresas productoras de pifa, el cual tiene
como objetivo la identificacion y mitigacién de los impactos sociales y ambientales.

La norma esta compuesta por siete elementos fundamentales que una empresa o finca
pifiera requiere para implementar adecuadamente las regulaciones y compromisos que
se establecen. Los elementos son:

. Sistema de gestion: es necesaria una estructura debidamente planificada en la
finca, la cual debe contar con elementos basicos como: diagnostico socioambiental,
politica, programa de gestidn, procedimientos, recopilacion de leyes y reglamentos
aplicables a la operacidn, revisiones internas periddicas, informe de retroalimentaciéon a
la gerencia de la empresa y algun mecanismo que permita que la empresa pueda
reaccionar a eventualidades de algun incumplimiento.

. Responsabilidad social: establece las relaciones que deben desarrollar los
empresarios con sus vecinos, identificar sus necesidades y mantener una relacion
armonica de ayuda mutua.

. Legislacion: es la seleccion de las leyes aplicables a la actividad pifiera.

. Compromisos de gestidn social y ambiental: que incluyen aspectos laborales y de
proteccion ambiental (manejo de agroquimicos, de suelos, de aguas y de desechos).

. Salud ocupacional.
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J Buenas practicas de agricultura.

. Huella de carbono: instrumento que permite montar directrices y procedimientos
de medicién, tanto de las emisiones, como la captura del CO2 producto de las
operaciones diarias de la finca.

El fin principal del sistema de gestion socioambiental pifiero es cumplir con los objetivos
del desarrollo sostenible, los cuales son propiciar un desarrollo econdmico
ambientalmente sostenible, desde el punto del desarrollo que ayuda a satisfacer las
necesidades humanas basicas, sin comprometer los recursos de las futuras
generaciones y establecer lazos de convivencia con los colaboradores (as) de las
fincas, vecinos, proveedores de la regidn, generando un marco de tranquilidad y
conveniencia mutua, que permitan forjar altos niveles de calidad de vida para todos.

METODOLOGIA

Desde el 2009 al 2012 se ha realizado tres ciclos de revisiones en las fincas asociadas.
En la primera revision se hizo en forma de diagnostico para conocer el estado de cada
finca con respecto a la norma a partir de ahi se realizaron planes de trabajo para
implementar y mejorar los aspectos en los que la finca se encontraba mas débiles. En
los dos ciclos siguientes se ha venido revisando el cumplimiento y mejoramiento en las
fincas de acuerdo al SG-PSP con respecto a los planes de trabajos presentados
después del diagnostico realizado. En todos los casos las revisiones se hacen mediante
listas de chequeo, las cuales estan dividas en 5 temas (administracién del sistema de
gestion, control operativo, legal, responsabilidad social, salud ocupacional), las
revisiones se hacen mediante documentacion, entrevistas y visitas al campo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1. se observan los resultados globales de los diferentes periodos en que se
realizaron las revisiones. En el periodo del 2010 se realizo un diagnostico para conocer
el grado de cumplimiento de las fincas pifieras en donde se obtuvo un 63% de
cumplimiento, a partir de ahi se inicio un trabajo en las fincas con el plan de accion, que
también iba a ser revisado en las siguientes visitas. El cumplimiento con los planes de
trabajo nos demuestra que en las revisiones en los periodos 2010, 2011 y 2012 el
mejoramiento en el cumplimiento fue aumentando, pasando de un 63% en el primer
periodo a un 78% en el periodo 2012. Esto determina que el sector pifiero esta
comprometido con el mejoramiento de las buenas practicas agricolas, ambientales y
sociales.
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Figura. 1. Resultados globales fincas asociadas a CANAPEP.

En la figura 2. se presentan los datos en cuanto a los resultados de las revisiones que
se refieren a la parte de responsabilidad social de los tres periodos, como podemos ver
el cumplimiento en las diferentes revisiones fue bastante bueno. Se debe aclarar que en
el periodo 2012, con la version 2 del sistema de gestidon la parte de responsabilidad
social fue variada ya que al entrar el capitulo de salud ocupacional algunos rubros que
anteriormente se evaluaban como parte de la responsabilidad social fueron evaluados
en este nuevo rubro, esa es la razon que en el periodo 2011 el porcentaje de
cumplimiento fuera del 82% viéndose disminuido para el siguiente periodo. Dentro de
estos rubros se revisan tanto el compromiso social que tiene la empresa con las
comunidades vecinas como con el colaborador.
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Figura 2. Responsabilidad social en tres periodos de revision a las fincas asociadas a
CANAPEP.
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En la figura 3. se observan los resultados de las evaluaciones legales de la ultima
revision, donde se obtuvo que las fincas en el periodo 2012 cumplen con un 79% de los
requisitos legales que les corresponde.

Cumplimiento legal

100
80
27% %
60
% 0 790
40
20 T T 1

2010 2011 2012

Figura 3. Cumplimiento legal en tres periodos de revision a las fincas asociadas a
CANAPEP.

En la figura 4. se observan los datos de las revisiones en lo que respecta al sistema de
gestion, lo que se ha podido observar durante las revisiones es que muchas de las
fincas no conoce cual es el correcto funcionamiento de los sistemas de gestién y los
beneficios directos e indirectos, aunque en los diferentes ciclos se ha observado un
mejoramiento, después de la ultima revision CANAPEP ha venido trabajando con las
fincas, en las que todavia el sistema de gestion no esta funcionando de forma correcta,
con el fin de capacitarlos y ensefiarles los beneficios que se pueden obtener.
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Figura 4. Administracion sistema de gestion en tres periodos de revision a las fincas

asociadas a CANAPEP

CONCLUSION

] En los resultados globales de las revisiones se observa un mejoramiento
significativo del primer ciclo al tercer ciclo.

] El sector pifiero se encuentra comprometido a mejorar y a realizar buenas
practicas tanto agricolas como ambientales y sociales.
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RESUMEN

Colombia es el tercer pais latinoamericano con mayor produccién de cacao (Theobroma
cacao L). Debido a que este cultivo se establece en climas caracterizados por periodos
lluviosos y secos, la incidencia de agentes fitopatogenos de diferente naturaleza es alta,
haciendo que se presenten grandes pérdidas economicas que afectan
considerablemente el sustento de los cacao-cultores y sus familias.

En el presente estudio, se aislaron hongos fitopatdgenos del cultivo de cacao en tres de
los departamentos que concentran la mayor produccion en Colombia. Las cepas
aisladas fueron caracterizadas a través de técnicas de microscopia optica. Ademas, se
determind el efecto que tienen las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre el crecimiento
de los hongos aislados, con la intencion de generar alternativas basadas en el uso de la
nanotecnologia, que contribuyan a mitigar los efectos ocasionados por este tipo de
microorganismos.

Los resultados mostraron una alta incidencia fitopatogenos primarios tales como
Phytophthora spp., agente etiologico del cancer de la mazorca. Ademas se encontrd
una alta prevalencia de hongos secundarios tales como Aspergillus sp y Fusarium sp.
Las pruebas de sensibilidad in vitro en medios modificados con diferentes
concentraciones de AgNPs, mostraron que a partir de 15 ppm se presenta inhibicion
parcial del crecimiento fungico y en un rango de 80-100 ppm se presenta inhibicion
cercana al 95% con evidentes efectos en los procesos de pigmentacion y germinacion
del hongo. A través de los resultados obtenidos se puede concluir que las
nanoparticulas de plata, podrian emplearse como método alternativo para el control de
hongos primarios y secundarios fitopatogenos del cacao con una concentracion minima
inhibitoria de 95 ppm.

Palabras claves: cacao, hongos fitopatdgenos, nanoparticulas de plata
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INTRODUCCION

El cacao es un cultivo de la zona trépico que requiere caracteristicas principalmente
humedas para su desarrollo. Colombia es un pais con un clima tropical, con
condiciones ideales que favorecen el crecimiento de este arbol, pero que a su vez,
facilitan el establecimiento de microorganismos patéogenos que lo afectan en gran
medida y que ocasionan grandes pérdidas econdmicas. Una de las enfermedades
fitopatdbgenas de mayor incidencia en los cultivos de cacao es la mazorca negra,
causada por el género Phytophthora spp.; la cual se caracteriza por la aparicion de
manchas que pasan de color claro a chocolate, que después de dos o tres semanas se
extienden por toda la mazorca, empezando desde el apice hasta el final de los
pedunculos (Jaimes Y.; 2010). Esta enfermedad se considera la responsable de la
pérdida de hasta un 60% del cultivo de cacao en paises de Africa y en centro América.
En Colombia los dafios ocasionados por este fitopatdgeno empiezan a incrementarse,
especialmente en aquellas fincas en las que las practicas agriculturales no son éptimas.
Adicional a Phytophthora spp, existen mohos filamentosos fitopatégenos secundarios
en los cultivos de cacao, potenciales productores de toxinas fungicas lo cual puede
llegar a tener serias implicaciones a nivel de salud publica. Hongos del género
Aspergillus spp. y Penicillium spp., son productores de “Ocratoxina A” la cual tiene
propiedades carcinogénicas. Tales hongos ocurren con alta frecuencia en los cultivos
de cacao (5.5+1.4x10” UFC/ g) y han sido detectados en diferentes fases del cultivo y
cosecha del cultivo, lo cual representa un riesgo para la poblacion que consume el
cacao y/o sus derivados (Mounjouenpou P et al, 2008). Por tanto se hace necesario
introducir técnicas de control que les permitan a los cacao-cultores tener cultivos y
cosechas exitosas, con un producto que no ocasione danos al consumidor.

En los ultimos afios se ha implementado el control biolégico como estrategia para el
control de fitopatbgenos comunes en el cacao (Tchameni. S.N., et al, 2011; Tondje,
P.R., et al, 2012; Mbarga, J.B.; et al, 2012). Esta técnica es amigable con el ambiente y
relativamente econdmica. No obstante, posee algunos inconvenientes tales como la alta
especificidad que debe exhibir el biocontrolador sobre el fitopatbgeno, ademas de su
adaptacion a las condiciones edafoclimaticas donde se encuentren los cultivos. De otra
parte se ha encontrado que muchos de los fitopatégenos presentes en los cultivos
exhiben resistencia a la accidn de los biocontroladores (Osorio-H, E; 2009).

La Nanotecnologia es un area emergente del conocimiento con amplias aplicaciones.
La palabra nano indica una mil millonésima parte de metro (10°). Usando
Nanotecnologia es posible sintetizar nanoparticulas, las cuales son definidas como
clusters de atomos en el rango de 1-100 nm. Dentro del grupo de nanoparticulas
producidas con metales nobles se encuentran las nanoparticulas de plata (AgNPs), las
cuales han recibido especial atencion debido a su baja volatilidad, alta estabilidad,
prolongada y amplia actividad antimicrobiana (Zhang, X. et al, 2011). Las AgNPs se han
usado con éxito para reducir el crecimiento de hongos (Sang K., 2009; 2012, Nasrollahi
A., etal 2011).

Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto fungicida que tienen las
nanoparticulas de plata sobre hongos fitopatégenos primarios como Phytophthora
spp. Yy hongos secundarios tales como Aspergillus spp. y Fusarium spp. aislados a
partir de cultivos de cacao en tres departamentos de Colombia y establecer la
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concentracion minima inhibitoria de AgNPs requerida para reducir y/o inhibir el
crecimiento fungico a nivel in vitro.

METODOLOGIA

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras Theobroma cacao L (cacao) fueron recolectadas mediante muestreo
aleatorio simple en 23 fincas con la mayor produccién de cacao en los departamentos
de Antioquia, Norte de Santander y Santander. Se realizé muestreo de los diferentes
materiales biolégicos sembrados (clones, criollos, hibridos) con sintomatologia tipica
como manchas de color chocolate con bordes bien definidos que se extienden desde el
apice hasta el resto de la superficie de la mazorca (Pinzén J. 2008). Las muestras
fueron almacenadas en bolsas herméticas, rotuladas y transportadas en cavas
provistas de hielo seco.

AISLAMIENTOS FUNGICOS

Los hongos fitopatégenos se aislaron tomando una muestra directa de las mazorcas
contaminadas e inoculandolas sobre agar PDA (Oxoid) modificado con corteza de
cacao y preparados segun especificaciones de la casa comercial. Posteriormente, se
incubaron (incubadora MEMMERT) a 25°C por 8-10 dias. A partir del crecimiento
heterogéneo obtenido, se realizaron repiques hasta obtener cultivos puros los cuales
fueron almacenados en crio-viales a 4°C hasta su uso.

CARACTERIZACION MACROSCOPICAY MICROSCOPICA

La caracterizacion macroscopica incluy6 la evaluacion de aspectos tales como textura,
pigmentacion, diametro de las colonias y tipo de borde (Carrillo L. 2003). Para la
caracterizacidon microscopica, se tomé una muestra con cinta adhesiva la cual fue
coloreada por tincion simple con el colorante azul de lactofenol y observado usando
Microscopio Optico (Olympus) en objetivo 100 X. Se evalué forma de las esporas;
crecimiento de micelio; grosor de las hifas; presencia de estructuras reproductivas;
septos; formacion de conidios; coloracion (Alexopulus C. 1979).

PRUEBAS DE INHIBICION USANDO NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Se prepararon cajas de Petri contiendo agar PDA (Oxoid) modificado con AgNPs a
diferentes concentraciones (15, 30, 50, 60, 80, 90, 100 ppm). Las nanoparticulas
empleadas se encontraban a una concentracion inicial de 1 mg/mL, disueltas en citrato
y con un rango de tamano de 10 nm (Nanocomposix). Los medios modificados fueron
inoculados con un trozo de agar con un diametro de 3 mm contiendo el crecimiento
fungico de Phytophthora spp., Aspergillus spp. y Fusarium spp. de 8 dias de edad
(Sang K., 2012). Como control positivo se emplearon cajas conteniendo solo agar PDA
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mas el hongo. Como control negativo se emplearon cajas de PDA modificadas con
AgNPs sin inocular. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré una alta incidencia del fitopatdégeno primario Phytophthora spp en los
clones EET8 y TSH-565 obtenidos en los cultivos de cacao del departamento de
Antioquia, ubicado en el noroeste del pais. Los hongos secundarios Aspergillus spp
y Fusarium spp fueron aislados con mayor frecuencia a partir de los clones ICS-95 y
CCNS5 cultivados en los departamento de Santander y Norte de Santander, en la region
Nor-oriental de Colombia, respectivamente.

Las cepas de Phytophthora spp se caracterizaron por presentar crecimiento lento con
necesidades especiales para su desarrollo tales como temperatura (27-29 °C) y luz
constante, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Pérez M., 2004.
Macroscépicamente, el micelio presentd un color blanco a translucido, de crecimiento
lento. Microscopicamente, se observaron estructuras caracteristicas en forma de limén
que contenian zoosporas en gran cantidad en su interior, ademas de hifas delgadas sin
septos o con la presencia de pseudoseptos (figura 1). Por su parte, las cepas de
Aspergillus spp y Fusarium spp se aislaron con mayor frecuencia a partir de
materiales biolégicos en alto grado de descomposicion, lo cual confirma su
caracteristica oportunista, con capacidad de ataque posterior a una infeccién primaria
iniciada por hongos con capacidad enzimatica mejorada. El crecimiento en agar PDA
de Aspergillus spp mostré caracteristicas macroscopicas tales como textura lisa de
aterciopelada a polvorienta, pigmentacién verde a verde oscuro, diametro diametro
variable y borde regular Microscopicamente se observaron cabezas conidiales de
forma globosa, radiada, columnar o claviforme con conidios que se desprenden la
célula conididgena o fialide (figura 1).

En el caso de Fusarium spp, macroscopicamente se observd el crecimiento de un
micelio color ladrillo con bordes beige y reverso color purpura, de textura lisa.
Microscopicamente se apreciaron microconidias abundantes y ovales mezcladas con
macroconidias en forma de media luna o de canoas (Carrillo L. 2003).
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Crecimiento Macroscopico Crecimiento Microscépico

Phytophthora spp.

Aspergillus spp.

Fusarium spp.

Figura 1. Morfologia macro y microscépica de los hongos fitopatégenos comunmente aislados
a partir de Cultivos de cacao en tres departamentos de Colombia. El crecimiento macroscépico
observado es en agar PDA modificado con corteza de cacao. Las imagenes microscopicas
fueron obtenidas de muestras tefiidas con azul de lactofenol y en objetivo 100 X.

EFECTO DE NANO PARTICULAS DE PLATA SOBRE MOHOS DEL CACAO

Estudios han reportado que la plata inhibe la replicacion del DNA y es un disruptor de
los procesos respiratorios, ocasionando lisis celular (Yamanaka, M. et al, 2005). En
este estudio se pudo apreciar el efecto fungicida que ejercen las AgNPs sobre el
crecimiento de los hongos fitopatdégenos aislados del cacao. Se determin6 que a mayor
concentracion de nanoparticulas mayor efecto inhibitorio, lo cual coincide con lo
obtenido por (Sang K., 2009-2012).

Segun investigaciones realizadas sobre el uso de AgNPs, se ha encontrado que su
espectro de accion sobre diferentes tipos de mohos de importancia ambiental esta en
el rango de en el 25 a 125 ppm (Prucek, R, Et al; 2011). En esta investigacion se pudo
observar que a un rango de 15 a 100 ppm, las AgNPs tiene efectos significativos en la
reduccion del crecimiento de Phytophthora spp., Aspergillus spp. y Fusarium spp.,
con inhibiciones cercanas al 95 % empleando concentraciones de 90 ppm (figura 2).
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Crecimiento Fuingico Crecimiento Fungico en agar PDA modificado con AgNPs (ppm)
en PDA sin Modificar

Phytophthora spp.

/

Aspergillus spp.

Fusarium spp.

Figura 2. Efecto de nanoparticulas de plata sobre hongos fitopatégenos aislados a partir del
cacao

Los resultados permiten observar que el efecto inhibitorio de las AgNPs fue mas
significativo sobre el género Phytophthora spp. A una concentracion de 90 ppm se
inhibié el significativamente el crecimiento de este hongo fitopatdbgeno primario,
causante de una de las enfermedades con mayores repercusiones en términos
economicos de los cultivos de cacao. En el caso de Aspergillus spp., y Fusarium
spp., se observa inhibicibn del crecimiento con cambios sustanciales en la
pigmentaciéon desde las primeras concentraciones. No obstante, para este tipo de
hongos se hace necesario incrementar la concentracion de nanoparticulas minimo
hasta 95 ppm para poder tener efectos inhibitorios cercanos al 100 %.

CONCLUSION

A través de esta investigacion se pudo determinar que las nanoparticulas de plata en un
rango de concentracion de 15 a 100 ppm ejercen un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de hongos fitopatdogenos aislados del cacao, alterando principalmente la
pigmentacién y esporulacion fungica. Se espera que con este hallazgo, sumado a
posteriores estudios de investigacion, se puedan generar alternativas eficientes y
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amigables con el ambiente, basadas en el uso de la Nanotecnologia para reducir la
incidencia de hongos fitopatdogenos en los cultivos de cacao en Colombia.
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RESUMEN

Escontria chiotilla (Weber) Rose endémica y Stenocereus pruinosus (Otto) Buxb nativa,
son cactaceas del matorral xerofilo y del bosque tropical caducifolio que se localizan en
la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, México. Se prevé la extinciéon de al
menos tres especies de cactaceas en el afio 2100 en sitios de baja precipitacion de la
Region de la Mixteca, donde la pluviometria promedio anual varia entre 100 y 700 mm,
lo que justifica estudios de germinacion de semillas en relacion a la disponibilidad de
agua. En este trabajo se compara el efecto del acondicionamiento hidrico mediante
ciclos de hidratacion/deshidratacion sobre la germinacion de semillas de E. chiotilla'y S.
pruinosus. Las semillas se colectaron en los afios 2010 y 2012 y se almacenaron en
laboratorio a 25+3°C durante 1 y 3 afos. Se aplicaron dos tratamientos pre-
germinativos distintos: tres y cinco ciclos de hidratacion discontinua, cada ciclo de 24h
incluye 6h de hidratacion y 18h de secado. Se sembraron tres lotes de 50 semillas
tratadas y no tratadas (control) en agar (1%) a 25°C, fotoperiodo 12/12h luz/oscuridad y
se determind la capacidad de germinacion (CG) y el tiempo medio de germinacion
(TMG). En ambas especies, las semillas tratadas y no tratadas presentan una elevada
CG, superior a 75%; las semillas control no presentan diferencias con respecto al
tratamiento de tres ciclos. En cuanto al TMG, en ambas especies se incrementa con el
tratamiento de cinco ciclos, lo cual podria acentuarse en semillas con mayor tiempo de
almacenamiento (colectadas en 2010). Las semillas de E. chiotilla de la colecta 2012
presentan un menor TMG en tres ciclos. Los resultados sugieren que en E. chiofillay S.
pruinosus, la hidratacién discontinua no reduce la viabilidad pero tampoco reduce el
TMG ni incrementa la CG, como en el caso de otras especies.

Palabras clave: Semillas almacenadas, capacidad de germinacion, tiempo medio de
germinacion.
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INTRODUCCION

Escontria chiotilla (Weber) Rose endémica y Stenocereus pruinosus (Otto) Buxb
cultivada, son dos especies de cactaceas presentes en el matorral xerdéfilo y el bosque
tropical caducifolio de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan localizada en los
estados de Puebla y Oaxaca, México. La Reserva de la Biosfera ocupa alrededor de
10,000 Km? y contiene casi 3,000 especies de plantas vasculares, de las cuales una
tercera parte son endémicas (Davila et al., 1993). En esta Region de la Mixteca Baja
Oaxaquefia, la pluviometria promedio es de 400 a 800 mm anuales (Valiente-Banuet et
al., 2000), pero como resultado del cambio climatico algunos autores predicen una
reduccion de la precipitacion entre 10 y 15% aproximadamente entre los afos
comprendidos de 2060 a 2100, en estas condiciones se prevé la extincion de al menos
tres especies de cactaceas: Cephalocereus columna-trajani, Mammillaria huitzilopochtli
y Pachicereus hollianus, de entre 20 especies estudiadas (Téllez-Valdés y Davila-
Aranda, 2003). Las formaciones vegetales de la Reserva de Tehuacan-Cuicatlan
impiden la erosion del suelo y el avance de los procesos de desertificacion por lo que su
conservacion es prioritaria, lo que justifica la investigacion en germinacion de semillas
en relacion a la disponibilidad de agua.

En el proceso de germinacion de semillas se reconocen tres fases: imbibicion,
germinacion sensu stricto y crecimiento. La rehidratacion de las semillas secas
quiescentes es el evento que marca el inicio del proceso de germinacion. Cuando el
aporte de agua es continuo las semillas hidratadas durante la fase de imbibicion, entran
en la segunda fase en la que se reparan las membranas celulares, se recupera la tasa
respiratoria mediante la reparacion de las mitocondrias y/o biogénesis mitocondrial y se
reinicia la actividad metabdlica, que conduce a la fase de crecimiento que ocurre en
primera instancia por expansion celular generalmente de la radicula. Cuando el aporte
de agua se suspende la semilla puede:1) regresar al estado de quiescencia, 2)
germinar, 6 3) morir, dependiendo del estado de la semilla y la fase que haya alcanzado
en el momento en que el agua falta (Nonogaki et al., 2007).

El acondicionamiento hidrico, que implica la hidratacion parcial de semillas antes de la
siembra, se ha utilizado para incrementar el rendimiento de diversos cultivos (Bradford,
1986). En este trabajo se determina el efecto del acondicionamiento hidrico en la
germinacion de las semillas de E. chiofilla 'y S. pruinosus.

MATERIAL Y METODOS

Las semillas de E. chiotilla'y S. pruinosus utilizadas en este estudio se colectaron en al
menos 10 plantas de la Regiéon de la Mixteca Baja Oaxaquena en el periodo de
produccion de los afos 2010 y 2012, las semillas se extrajeron y se almacenaron en
laboratorio a 25 + 3 °C hasta abril de 2013, momento en el cual se aplicaron dos
tratamientos pre-germinativos distintos: tres y cinco ciclos de hidratacién discontinua,
cada ciclo de 24 h incluye 6 h de hidratacion y 18 h de secado a temperatura ambiente
(25 = 3 °C). Se sembraron tres lotes de 50 semillas tratadas y no tratadas (control) en
cajas de Petri con agar (1%) y se colocaron en una germinadora a 25 °C, fotoperiodo
12/12 h luz/oscuridad. Diariamente se determin6 el porcentaje de germinacion y se
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calculo la capacidad de germinacién (CG) y el tiempo medio de germinacion (TMG¥),
que es el tiempo en dias que tarda el 50% de las semillas sembradas por lote para
germinar.

*TMG = ¥ (Dn)/ ¥n

En donde n es igual al numero de semillas que germinan en el dia D y D es el numero
de dias a partir de la fecha de siembra (Ellis y Roberts, 1981; Flores et al., 2011).

RESULTADOS

En ambas especies, las semillas tratadas y no tratadas tanto las que tienen un mayor
tiempo de almacenamiento (colecta 2010) y aquellas con menor tiempo de
almacenamiento (colecta 2012) presentan una elevada CG, superior a 75% (tabla 1).
Las semillas tratadas no presentan diferencias en la CG con respecto al tratamiento de
tres ciclos. Sin embargo; las semillas de S. pruinosus de la cosecha 2010, que tienen
casi tres afos de edad, presentan la capacidad de germinacion mas baja en el
tratamiento con cinco ciclos. En cuanto al TMG, en ambas especies se incrementa con
el tratamiento de cinco ciclos, lo cual podria acentuarse en semillas con mayor tiempo
de almacenamiento (colectadas en 2010). Las semillas de E. chiofilla (2012) presentan
un menor TMG en tres ciclos. Los resultados sugieren que en E. chiotillay S. pruinosus,
la hidratacién discontinia no reduce la viabilidad, tampoco el TMG, ni incrementa la CG,
como en el caso de otras especies de hortalizas comerciales.

Tabla 1. Parametros de germinacion de semillas de E. chiotillay S. pruinosus
sometidas a acondicionamiento hidrico, cosechadas en los afios 2010 y 2012.

Tratamien E. chiotilla S. pruinosus
to
2010 2012 2010 2012
CG (%) TMG™ CG TMG CG T™MG CG TMG
(dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias)
Control  96.0t4 a 6.35t0.4 95.3+2.3 5.3+0.2 92.0#5.2 5.32+0. 88.0+2 3.71+0.1
a b 1b 9b 6a a a
3ciclos 96.0+2.0 7.27+0.0 95.3+2.3 4.5+0.2 86.0+2b 6.5+0.5 90.6+6. 3.6+0.4
a 1b b 7a a 4a a
5ciclos  95.3+3.0 7.31+0.2 85.3+3.0 6.4+0.2 75.3+2.3 9.4+0.6 87.3x1 7.16x0.0
5a 4b 5a 7cC a b 1.54 a 4b

1 ciclo = 6 h de hidratacion y 18 h de secado a temperatura ambiente (25 £ 3 °C).
Promedios y desviacion estandar (prom + DS); a, b y ¢, promedios en una columna con
diferente letra indican diferencias significativas con la prueba de comparacién de
medias de Tukey, a < 0.05. *Capacidad de Germinacién; **Tiempo Medio de
Germinacion.
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DISCUSION

Las semillas ortodoxas sobreviven mejor que las semillas recalcitrantes, a periodos de
deshidratacion repetidos, en semillas de hortalizas se ha reportado que el
acondicionamiento hidrico reduce el TMG, elimina latencias y homogeniza la
germinacion de los lotes de semillas, como ocurre en el caso de Cucumis sativus
(Sanchez et al., 1997; Sanchez et al., 2001) y otras cucurbitaceas. Las semillas que
mantienen proteinas LEA -asociadas a la deshidratacion (Weitbrecht et al., 2011; Chen
y Arora, 2012)- hasta el final de la fase Il de germinacion, pueden volver al estado de
quiescencia pero cuando estas proteinas ya no estan presentes la semilla o germina o
se muere (Weitbrecht et al., 2011; Chen y Arora, 2012). Las semillas de las especies
estudiadas son ortodoxas y pueden conservarse viables en laboratorio por mas de tres
afnos (datos no publicados). Los resultados muestran que la capacidad de germinacion
de las semillas no se reduce drasticamente a pesar de enfrentar condiciones de
hidratacion discontinia por lo menos en 3 a 5 ciclos, que podria ser comparable a
eventos de 5 dias de lluvia en condiciones naturales. Sin embargo la germinacion
procede mas lentamente conforme al numero de veces en que la semilla es expuesta a
un proceso de hidratacion discontinua, por ello las diferencias en el TMG resultan
significativas. Por el contrario en otras especies de la familia de las Cucurbitaceas o de
los citricos las semillas comerciales son acondicionadas (priming) para obtener lotes de
semillas con una germinacion mas rapida y mas homogénea (Sanchez et al., 1997,
Sanchez et al., 2001). Por otra parte, los resultados muestran que en los lotes control
de E. chiotilla 'y S. pruinosus la capacidad de germinacién se mantiene, pero en las
semillas tratadas se muestra una tendencia hacia la reduccién de la capacidad de
germinacion por mortalidad.

CONCLUSION

El priming que se utiliza en semillas comerciales no tiene el mismo resultado en las
semillas estudiadas en el presente trabajo. Las semillas de E. chiotilla, silvestre y
endémica son menos sensibles a los efectos de hidratacion discontinua que S.
pruinosus que es cultivada. Las semillas de E. chiotilla 'y S. pruinosus colectadas en
2010 y 2012 en la Region de la Mixteca Baja resisten periodos cortos de deshidratacion
discontinua y mantienen elevada la CG. Sin embargo, después de 5 ciclos de 24 h -
cada uno los cuales incluyen 6 h de hidratacion y 18 h en medio seco-, la capacidad de
germinacion se reduce porque las semillas mueren. Para el resto de las semillas la
germinacion es mas lenta, que se reporta con el incremento en el TMG. Consideramos
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que este comportamiento fisiolégico que favorece la persistencia de semillas en el
banco esta asociado a mecanismos de adaptacion para sobrevivir en ambientes aridos.

En el matorral las semillas estan sujetas naturalmente a eventos de hidratacion
discontinua, por lo que los resultados contribuyen a explicar la dinamica y predecir
efectos ante el escenario de cambio climatico.
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1. INTRODUCCION

El sector ganadero constituye un elemento clave para la Humanidad, ya que es fuente
de proteinas de alta calidad (y casi la unica en poblaciones cuya correcta nutricion
peligra), de ingresos y fijacibn de poblacion rural (especialmente en paises en
desarrollo), fibras y pieles. Sin embargo, el aumento estimado de la poblacion, la
demanda creciente de productos de origen animal, el aumento de sus estandares de
calidad, y el impacto negativo de los sistemas de produccion animal en el
medioambiente, dificulta la posibilidad de conjugar seguridad alimentaria vy
sostenibilidad (Garnett, 2009; Godfray et al., 2010).

Por estos motivos, se esta investigando intensamente en la evaluacion de las
externalidades de los diferentes sistemas de produccion, con el objetivo de implementar
sistemas de produccion animal sostenibles. En este sentido, el modelo de produccion
ecologica esta adquiriendo peso como opcion productiva sostenible, ya que segun
diversos autores, estos sistemas presentan ventajas respecto a la produccion
convencional e intensiva en cuanto a los problemas anteriormente expuestos, debido a:
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(i) su menor impacto medioambiental en los ecosistemas (Tuomisto, Hodge, Riordan y
Macdonald, 2012); (ii) su menor dependencia energética (Lee et al., 2008); (iii) su
menor dependencia externa mejora la autogestion y la soberania alimentaria; (iv) y a su
potencial de contribucion al desarrollo y economia local (Lobley, Butler y Reed, 2009).

A pesar de estos hallazgos, ningun sistema de produccion es sostenible per se, ya que
su sostenibilidad dependera de la configuracién y manejos de la finca, asi como sus
contextos socioeconomico, medioambiental (Tuomisto et al., 2012) y la escala temporal.
De modo que, se requiere un marco holistico y dinamico que tenga en cuenta la
diversidad de factores especificos que afectan a la sostenibilidad (los contextos
socioeconomico, medioambiental y legal). La adaptacién del marco MESMIS utilizada
en este trabajo es muy adecuada en este sentido.

Ademas de estos beneficios, la percepcion de subsidios agroambientales (a través de la
Politica Agraria Comun) y las demandas del mercado (alimentos de alta calidad,
seguros y producidos bajo sistemas basados en la sostenibilidad socio-ambiental), han
sido los principales conductores del aumento de la produccion ganadera ecologica en
las dehesas de la Comunidad Autonoma de Extremadura. De hecho, en esta region
podemos encontrar 103 explotaciones de vacuno de carne ecologico (el 4.27% del
censo de explotaciones de Espafa). La elevada tasa de conversion de las
explotaciones al modelo ecolégico ha sido posible debido a las grandes similitudes
entre el modelo ecoldgico y lo sistemas de produccion animal de esta zona, ya que
éstos son principalmente extensivos y low input. Esto permite llevar a cabo el proceso
de conversion de forma sencilla.

De acuerdo con lo anterior, es necesario analizar en profundidad los manejos
agroambientales llevados a cabo en las explotaciones ganaderas de ‘dehesa’, ya que la
presencia de estos sistemas es clave para la conservacién de este ecosistema de alto
valor paisajistico, cultural y econémico para las poblaciones rurales de la zona. Este
analisis permitira detectar y disefiar los sistemas de produccion mas sostenibles desde
el punto de vista de las practicas agrarias, ya que dichos manejos son responsables de
buena parte de la degradacion de las ‘dehesas’.

Por ello, este trabajo analiza el sector de ganado vacuno de carne de las dehesas
localizadas en la Comunidad Auténoma de Extremadura (SO de Espafa). El objetivo
del mismo es la deteccion de los sistemas mas sostenibles en base al pilar
medioambiental y a las practicas agrarias que llevan a cabo.

MATERIAL Y METODOS

2.1. Descripcién del area de estudio

El area de estudio fue la Comunidad Auténoma de Extremadura, situada en el
cuadrante suroeste de Espafna (Figura 1) y una de las principales zonas de dehesa de
Espana. Aproximadamente el 50% de su superficie agraria util es considerada ‘dehesa’,
con un total de 2.2 millones de hectareas.
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Figura 1: Localizacion de las dehesas en Extremadura, Espana

La ‘dehesa’ es un sistemas agroforestal (en concreto, agrosilvopastoral) caracteristico
de la Peninsula Ibérica, y uno de los sistemas agroforestales mas antiguos de Europa.
En este sistema, la vegetacion autdctona es la base de los sistemas de produccion
animal extensivos tradicionales basados en pastoreo que principalmente incluyen
ganado vacuno, pero que normalmente integran varias especies ganaderas, como el
ovino y el porcino (Gaspar, Mesias, Escribano y Pulido, 2009). Estos sistemas tienen
un alto valor ecoldgico, y su conservacion depende estrechamente del manejo
agroambiental llevado a cabo en los sistemas de produccion animal.

2.2. Recogida de datos

Los datos usados en este trabajo se obtuvieron en el afio 2011 y corresponden a
explotaciones ganaderas de ganado vacuno de dehesa. Las explotaciones fueron
seleccionadas a partir de los datos proporcionados por cooperativas agrarias y
asociaciones de productores.

Los datos fueron obtenidos a través de la realizacién de encuestas directamente al
gestor de las explotaciones analizadas y mediante observacion directa (n=63), de los
cuales 30 fueron explotaciones convencionales y 33 ecoldgicas, intentando llegar a
muestras similares de ambos sistemas de explotacion. Debido a que en la muestra se
encontraron tres grupos de explotaciones que diferian en su estructura y manejo, los
analisis estadisticos se han llevado a cabo comparando tres grupos.

El primer grupo esta formado por 30 explotaciones convencionales (‘Convencional’). En
el segundo grupo (‘Ecologico 1’) se encuentran 22 explotaciones certificadas como
ecologicas pero que no venden productos ecologicos. Esto es debido a que en
ocasiones los ganaderos se han visto forzados a vender terneros cebados ecoldgicos al
precio de terneros convencionales, lo cual, no cubre los costes de produccion del
sistema ecoldogico. Este hecho ha sido observado en otros paises de la zona
Mediterranea, como Grecia (Tzouramani, Sintori, Liontakis, Karanikolas y Alexopoulos,
2011; Argyropoulos, Tsiafouli, Sgardelis y Pantis, 2013), y es debido al escaso
desarrollo del mercado y de los canales de comercializacion. De modo que, finalmente,
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los ganaderos deciden vender terneros a la edad de destete, para que sean cebados en
otras explotaciones o cebaderos (bajo el sistema convencional), y asi reducir sus costes
de produccion. El tercer grupo esta formado por explotaciones certificadas como
ecologicas de ciclo completo, es decir, que llevan a cabo el cebo de animales de
acuerdo con el modelo ecoldgico (‘Ecologico 2’) llegando hasta el ultimo eslabdn con la
venta del producto ecoldgico. Este ultimo grupo esta formado por 11 explotaciones.

2.3. Evaluacion de la sostenibilidad

La evaluacién de la sostenibilidad de las explotaciones de vacuno de ‘dehesa’ se ha
llevado a cabo mediante una adaptacion metodologica del marco MESMIS (Marco para
la Evaluacion de Sistemas de Manejo de recursos naturales incorporando Indicadores
de Sustentabilidad) propuesto por Masera, Astier y Lépez-Ridaura (1999). La
adaptacion llevada a cabo por los autores del presente trabajo ha permitido evaluar la
sostenibilidad de los sistemas estudiados integrando las caracteristicas de las
explotaciones de ‘dehesa’, el modelo de produccion ecolégico establecido en el
Reglamento Europeo CE No 834/2007 y los retos actuales de la produccién agricola.
Se ha utilizado este marco debido a la facilidad de aplicacion en la practica, ya que
puede ser facilmente adaptado al agro-ecosistema bajo estudio. Este marco permite la
derivacion, medida y monitorizacion de los indicadores de sostenibilidad como parte de
un proceso de evaluacion sistémico, participativo, interdisciplinar y flexible.

A pesar de que esta técnica se ha utilizado ampliamente y se ha aplicado a diferentes
sistemas de produccion, el interés de este trabajo es que lleva a cabo un estudio
comparativo de explotaciones de ganado vacuno ecoldgico y convencional mediante
esta metodologia y en base tanto a indicadores, como a atributos de sostenibilidad y a
pilares de sostenibilidad (social, econdmico y medioambiental).

2.4. Seleccién de indicadores mediante un enfoque participativo

En la literatura cientifica pueden observarse diversos atributos e indicadores que cada
autor ha seleccionado segun el enfoque del estudio (mas ecoldgico, econdémico o
social), el background de los investigadores y el contexto de las explotaciones
analizadas. De acuerdo con lo anterior, se ha llevado a cabo una metodologia de
investigacion participativa basada en la celebracion de un focus group que ha integrado
a stakeholders de diferentes areas. Esta metodologia permite la integracion de los
conocimientos locales, técnicos y cientificos, asi como los intereses de los
stakeholders. En consecuencia, este enfoque aporta informacidn mas precisa y
adaptada al contexto local, con lo cual, la toma de decisiones y actuaciones llevadas a
cabo tienen un impacto positivo mayor.

Para tal fin, los participantes seleccionaron los indicadores que, desde su punto de
vista, influyen en la sostenibilidad de este ecosistema. Ademas, se les atribuyd un peso
relativo basado en la importancia de los mismos respecto a la consecucién de la
sostenibilidad agroambiental. Estos indicadores estan relacionados con los conceptos
de Resiliencia y Estabilidad medioambiental, que hacen referencia a la capacidad del
sistema para encontrar nuevos niveles de equilibrio y seguir siendo sostenible ante
perturbaciones externas y cambios (legislativos, econdmicos y/o medioambientales). La
resiliencia guarda una estrecha relacion con los sistemas complejos y fragiles, como los
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agrosilvopastorales de dehesa y ecoldgicos, ya que la gran cantidad de trade-offs y el
estrecho limite existente entre conservaciéon y explotacion inadecuada, hace necesario
el ajuste de las practicas agrarias al agro-ecosistema bajo estudio. Esta complejidad
aumenta la resiliencia y estabilidad de los sistemas, influyendo esto, a su vez, en la
adaptabilidad de los sistemas.

En la tabla 1 se presentan los indicadores seleccionados para la evaluacion de la
sostenibilidad medioambiental de los sistemas productivos.

Tabla 1. Indicadores empleados en la evaluacion de la sostenibilidad agro-ambiental de
los sistemas productivos.

Indicador Unidad’ . Peso Valor
Criterio relativo opimo
UGM’/ha de
Carga ganadera SAU Rec. 21.50 0.33
Escala
Continuidad. Planes de futuro® cualitativa Max. 19.30 4
Manejo sostenible del agro-ecosistema: suelo y Escala
cultivos® cualitativa Max. 12.67 5
Uso de pesticidas y/o de fertilizantes minerales® Si/No No 11.23 0
Grado de Diversificacion’ Si/No Yes 10.30 1
Uso de de antiparasitarios y/o de antibiéticos de forma
preventiva y sistematica® Si/No No 8.10 0
Escala
Manejo de los estiércoles’ cualitativa Max. 7.90 2
Toneladas de
Secuestro de carbon Carbono/ha Max. P67 4.90 0.07
Porcentaje de reproductores rumiantes autéctonos % Max. C3 4.10 0.86

' SAU: Superficie Agraria Util. > Max.: valor maximo; min.: valor minimo; C3: tercer cuartil; P67: percentil 67. *UGM: Unidades de
Ganado Mayor. Es una medida de la cantidad de ganado en pastoreo. 1 vaca adulta = 1 UGM; 1 oveja = 0.12 UGM; 1 cerda= 0.37
UGM. *1: Abandono; 2: Reduccién de la cabafia o cambio de especie; 3: Mantener la cabafia o cambiar al sistema ecoldgico o al
convencional; 4: Incrementar el rebafio; ° Numero de medidas utilizadas; incluge: cubiertas vegetales, acolchado, intercropping,
rotacion de cultivos, asociacion de cultivos, rotacion de parcelas y barbecho. ° 0: No usa ninguno de ellos; 1: usa pesticidas,
herbicidas o fertilizantes minerales; 2: usa ambos 7 Integra varias especies ganaderas, cultivos y arbolado. 0: no es una explotacion
de este tipo; 1: si, lo es. ®0: No usa ninguno de ellos de forma preventiva. 1: Usa alguno de ellos o ambos. *Manejo de los
estiércoles. 0: No hay estiércoles debido al elevado de extensificacion; 1: Reparto de estiércoles inmaduros (sin compostar); 2:
Amontonamiento de los estiércoles durante cierto tiempo, sin llegar a estar compostado (inmaduro); 3: Compost.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran los valores medios obtenidos para cada indice de
sostenibilidad, clasificados segun los tres grupos de explotacion estudiados.

Desde el punto de vista social, la intencion de continuar de los productores es un factor
clave para la sostenibilidad de los sistemas, ya que el cese de la actividad es indicativo
de que no es aceptable, al menos, desde el punto de vista social. En este sentido, la
pertenencia a un sistema u otro tampoco esta relacionada con la intencidon de continuar
de los productores.

Desde el punto de vista medioambiental, el ajuste de las cargas ganaderas es un factor
decisivo para la estabilidad y resiliencia de los agroecosistemas. En este sentido,
debido a las similitudes entre los sistemas bajo estudio, no se han observado
diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 2. Valores medios y nivel de significacion de los indices de sostenibilidad para los
tres sistemas de explotacion.

1

Indicadores de sostenibilidad Convencional Ecolégico 1 Ecolégico 2 Signific.

Carga ganadera 61.47 69.71 69.46 0.368 n.s.

Continuidad. Planes de futuro 85.67 87.27 88.18 0.935n.s.

Mangjo s'ostenlble .del agro- 35.33 35.45 0717 ns.

ecosistema: suelo y cultivos 41.82

Uso de pesticidas vy/o de .

fertilizantes minerales® 55.00 100.00 100.00 0.000

Grado de Diversificacion’ 6.67 13.64 36.36 0.055*

Uso de de antiparasitarios y/o de

antibidticos de forma preventiva y 3.33 100.00 0.000****
. o 100.00

sistematica

Manejo de los estiércoles 28.33 36.36 54.55 0.187 n.s.

Secuestro de carbon 63.74 65.30 97.31 0.056*

Porcentaje de reproductores x

rumiantes autéctonos 25.48 36.16 70.50 0.013

SOSTENIBILIDAD AMBIENTAL 43.46 61.85 69.31 0.000****

n.s.: no significativo; *p<0.01; **p<0.05; ***p<0.01; ****p<0.001.

En relacién con el manejo del agro-ecosistema, se ha observado que las explotaciones
ecologicas contribuyen a la estabilidad medioambiental en mayor medida que las
convencionales debido a la implementacién de ciertas practicas agrarias. En primer
lugar, las explotaciones ecoldgicas (principalmente el sistema Ecoldgico 2) no usan
pesticidas, ni fertilizantes quimicos. Esto también fue observado en explotaciones de
ganado vacuno de carne en Espafia (Blanco-Penedo et al., 2012), y es debido a que la
legislacion vigente en materia de produccion ecolégica a nivel europeo (Reglamento
Europeo CE N° 834/2007 y modificaciones posteriores) prohibe el uso de estos
productos. Segun Brussaard et al. (2010), existe una necesidad de reducir el uso de
pesticidas para reforzar la resiliencia de los agro-ecosistemas, permitiendo conjugar la
preservacion de la biodiversidad, la heterogeneidad de los paisajes y la seguridad de
alimentaria. Esto es necesario debido a la dependencia del ser humano de la agricultura
y de los servicios ambientales.

Ademas, las explotaciones ecoldgicas (especialmente las pertenecientes al grupo
Ecoldgico 2) presentan mayor integracion de especies ganaderas, cultivos y arbolado.
Segun Anderson, Fredrickson y Estell (2012) y Sanderson et al. (2013), los sistemas
mixtos y diversificados de este tipo tienen efectos positivos a nivel medioambiental y
econdmico. Esta integracion permite un mejor aprovechamiento de los recursos
alimenticios y una conservacion de la heterogeneidad de los paisajes, conservando los
recursos naturales y promoviendo los servicios ecosistémicos, al tiempo que proveen
de inputs agricolas, y se reducen la dependencia externa y vulnerabilidad de las
explotaciones.

Unido a esto, la reduccién del uso de antiparasitarios y antibioticos de modo preventivo,
aumenta la resiliencia de la cabafia ganadera, asi como reduce la contaminacion
medioambiental y las resistencias a antibidticos. En este sentido, las explotaciones
ecologicas (Ecoldgico 2 y Ecoldgico 1) obtuvieron las mejores puntuaciones, ya que el
uso de estos productos de forma preventiva esta prohibido en produccion ecoldgica.

Sin embargo, no se han observado diferencias significativas en cuanto al manejo de los
estiércoles. Este aspecto se debe a que la extensificacion de los sistemas de dehesa
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evita el acumulo de estiércoles en una zona determinada y en cantidades excesivas,
como sucede en los sistemas intensivos de produccion animal. De este modo, las
deyecciones son gestionadas eficientemente por el agro-ecosistema, o que mejora la
calidad del suelo (ya que son un fertilizante de gran calidad). Ademas, se reduce la
lixiviacion de nutrientes y, en consecuencia, la contaminacion de los recursos hidricos.
Respecto al manejo del suelo, tampoco se ha observado que en ningun grupo de
explotaciones se lleven a cabo medidas para reducir la erosion y mejorar la fertilizacion
y vitalidad del suelo, a pesar de que en diversos estudios se han encontrado practicas
agrarias medioambientalmente mas sostenibles en las explotaciones ecoldgicas que en
las convencionales (Darnhofer, Fairweather y Moller, 2010). Esto puede deberse a la
escasa formacion y concienciacion de los gestores en esta materia, asi como a una
importante desvinculacidn entre agricultura y ganaderia. Ademas, en los sistemas de
dehesa, la superficie de cultivada son praderas cuyo destino es el consumo directo (sin
cosechar) por la ganaderia. De modo que debe llevarse a cabo una revinculacion entre
ganaderia y agro-ecosistema, en el que nutrientes, energia y materiales organicos
recirculen de un modo mas eficiente (Francis y Doran, 2010).

Asimismo, existe una necesidad de implementar técnicas agroecologicas y un enfoque
regenerativo (Darnhofer et al., 2010), utilizando cubiertas vegetales, abonos verdes,
intercroppping y/o compost. Estas practicas permitirian mejorar la calidad del suelo,
conservar la integridad funcional del mismo y frenar su erosién. Al mismo tiempo se
incrementaria la biodiversidad de estos agro-ecosistemas, junto con su sostenibilidad y
la seguridad alimentaria (Lal, 2009; Powlson et al., 2011; Halberg, 2012).

Por otro lado, resulta interesante el estudio del secuestro de carbono en los sistemas
agroforestales con presencia de sistemas de ganado extensivos ligados al pastoreo,
como los de dehesa. Esto es debido a que las practicas agrarias y la presencia de
arbolado contribuyen al secuestro de carbono, mejorando la calidad del suelo (Nair,
Kumar y Nair, 2009). En este sentido, se ha observado que las explotaciones
pertenecientes al grupo Ecologico 2 han obtenido mejores puntuaciones que las
pertenecientes al resto de grupos. Esto es debido la mayor superficie arbolada,
densidad del arbolado y cantidad de biomasa de las especies presentes en dichas
explotaciones.

Finalmente, el uso de razas autéctonas, mas adaptadas a la condiciones locales, es
mas adecuada ya que la productividad de los animales se ve menos afectada por
condiciones climaticas extremas (como las altas temperaturas estivales). De este modo,
se preve que el sistema sera mas estable. En este sentido, las explotaciones Ecoldgico
2 son las que han obtenido mejores puntuaciones en cuanto a las razas utilizadas y la
diversidad especies ganaderas integradas en la finca. La explotacion de razas
autoctonas adaptadas a la zona permite un mejor aprovechamiento de los recursos
alimenticios, lo cual, redunda en una mayor estabilidad econdmica y medioambiental
del sistema, ademas de preservar su patrimonio genético (Nahed, Castel, Mena y
Caravaca, 2006).

A nivel general, y en consonancia con lo expuesto anteriormente, las explotaciones
ecologicas han presentado las mejor puntuaciones respecto a la sostenibilidad
ambiental, especialmente las pertenecientes al grupo Ecologico 2.
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4. CONCLUSIONES

La evaluacion de la sostenibilidad ambiental de los sistemas de ganado vacuno de
dehesas basada en indicadores y en el enfoque de investigacion participativa ha
permitido establecer diferencias entre los grupos estudiados. Del mismo modo, han
podido detectarse los aspectos en los que hay que actuar para mejorar la sostenibilidad
de los mismos, asi como proponer practicas agroambientales adaptadas al contexto de
cada sistema.

Los resultados muestran que los sistemas ecoldgicos (especialmente aquellos que
completan el ciclo productivo y comercial en ecologico) presentan una sostenibilidad
ambiental muy superior a los sistemas convencionales.

No obstante, tanto en las explotaciones ecoldgicas como en las convencionales, existe
una necesidad de revinculacion entre la ganaderia y el agro-ecosistema,
implementando un enfoque regenerativo y técnicas agroambientales mas sostenibles,
como la utilizacién de cubiertas vegetales, técnicas para fomentar la biodiversidad,
aplicacién de compost, intercropping, rotaciones de cultivos y otras.

Respecto a las explotaciones convencionales, se ha detectado la necesidad de reducir
el uso de pesticidas, herbicidas y fertilizantes quimicos, asi como el uso sistematico de
antiparasitarios y antibioticos de forma preventiva. Del mismo modo, seria interesante la
introduccidon de mayor censo de reproductores autoctonos y aumentar su grado de
diversificacion.
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RESUMEN

Las raices proteoideas presentan conglomerados densos de raicillas, que aumentan su
superficie de absorcion. Conglomerados proteoideos (CP) pueden encontrarse en
diferentes especies, principalmente con déficit de fésforo. Este trabajo se enmarca en
una investigacion que relaciona los CP con propiedades del suelo. Para dilucidar el rol
del ambiente fisico en atributos morfologicos, se utilizaron dos sistemas contrastantes:
sustrato arenoso (SA) y aeroponia (AE). En cada sistema se establecieron dos
tratamientos nutritivos: |. control y Il. deficiencia de fosforo. Como modelo se utilizd
Lupinus albus (lupino). Las plantas (30 por tratamiento) se evaluaron luego de 60 dias
en invernadero. En la parte aérea, si bien no hubo diferencias significativas entre
tratamientos nutricionales, el largo del tallo fue significativamente mayor en SA que AE
(17.6 y 5.5 cm respectivamente) (o= 0.1), sin embargo, la biomasa aérea fue soélo
levemente superior en SA que AE (1.2 y 1.1 g respectivamente). El largo del eje de la
raiz tampoco presentd diferencias significativas, sin embargo, en ambos sistemas se
observo que las plantas con deficiencia de fosforo tuvieron mayor desarrollo de CP. En
SA, 20% del peso radical corresponde a conglomerados en plantas control, y 30% en
plantas con deficiencia. Esta diferencia fue mayor en AE, con 1 y 20%,
respectivamente. Esto puede explicarse por la presencia natural de fosforo en el
sustrato arenoso, reduciendo las diferencias entre los tratamientos nutricionales.
Mientras CP mas desarrollados se localizan principalmente en el tercio superior de la
raiz en SA, ellos predominan en el tercio inferior en AE. Se concluye que el déficit de
fésforo en la primera parte del ciclo de vida de lupino no produce diferencias en la parte
aérea, sin embargo, la morfologia radicular si se ve afectada respecto a la aparicion y
desarrollo de CP, mientras que el ambiente fisico parece afectar su distribucién.
Palabras clave: conglomerado proteoideo / aeroponia / lupino
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ABSTRACT

Proteoid roots are characterized by the presence of clusters of dense and short lateral
rootlets. Cluster roots (CP) can be found in different plant species, mostly under
phosphorus deficiency conditions. This research is part of an investigation relating CP
with soil properties. We used two contrasting systems in order to describe the role of
physical environment on plants morphological attributes: sandy substrate (SA) and
aeroponics (AE). Two nutritional treatments in each system were established: |. control
and Il. Phosphorus deficiency. As model plant we used Lupinus albus (white lupin).
Plants (30 in each treatment) were evaluated 60 days after the establishment in
greenhouse. Regarding the aerial section, no significant differences between nutritional
treatments were found, however, the stem length was significantly higher in SA than AE
(17.6 and 5.5 cm respectively) (a = 0.1). Dry weight was only slightly higher in SA
compared to AE (1.2 and 1.1 g respectively). The root length showed no significant
differences; however, in both systems we observed that plants with phosphorus
deficiency increased CP development. In SA, 20% of root weight corresponds to CP
(control treatment) and 30% in plants with phosphorus deficiency. This difference was
greater in AE, with 1 and 20% of the root dry weight, respectively. This can be explained
by the presence of phosphorus in the sandy substrate, reducing the differences between
nutritional treatments. While in SA the most well-developed CP are located mainly in the
upper third of the root, in AE they predominate in the lower third. We conclude that
phosphorus deficiency in the first part of the life cycle of lupin does not produce
differences in the aerial plant section; however, root morphology is indeed affected
regarding the occurrence and development of CP, while the physical system seems to
affect mainly the CP distribution along the root.

Keywords: cluster roots / aeroponics / white lupin.

INTRODUCCION

Las raices proteoideas se caracterizan por presentar conglomerados densos de
raicillas, que permiten aumentar la superficie de absorcion de agua y nutrientes de la
raiz, mejorando asi el desarrollo general de la planta, especialmente ante condiciones
de estrés (Ramirez, Valenzuela y San Martin, 2004). Si bien el desarrollo de
conglomerados proteoideos (CP) fue observado inicialmente en especies de la familia
proteaceae, éstos pueden encontrarse en diferentes familias, surgiendo por lo general
como respuesta a un déficit nutricional, especialmente de fésforo (Lamont, 1983;
Lambers, Clements y Nelson, 2013). Dadas estas caracteristicas, las plantas que
desarrollan raices proteoideas son normalmente pioneras, estableciéndose en sustratos
por lo general poco desarrollados. Diferentes estudios mencionan que los CP tienen la
capacidad de aglomerar las particulas del suelo gracias a sus exudados, propiedades
que pierden una vez que el CP muere (Ramirez et al., 2004). Un ejemplo de especie
con raices proteoideas es Lupinus albus, (Fabaceae), planta que en Chile se encuentra
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establecida principalmente en la Provincia de Cautin (Region de La Araucania) (Mera y
Galdames, 2007). L. albus es una planta anual, de elevada tasa de germinacion y
desarrollo, resistente a suelos moderadamente acidos (Guerrero, 1999). El presente
trabajo se enmarca en una investigacion que busca relacionar el desarrollo de los CP
con diferentes propiedades del suelo. Como objetivo general, el presente trabajo busca
caracterizar algunos aspectos morfolégicos del desarrollo temprano de Lupinus albus
entre dos condiciones fisicas contrastantes, de manera de establecer el efecto del
sustrato, especialmente en aspectos morfolégicos de las plantas, tales como la
presencia y desarrollo de los CP.

METODOLOGIA

Para los ensayos se utilizaron dos sistemas fisicos contrastantes: un sustrato arenoso
(SA), consistente de una mezcla de 90% de arena y 10% de un suelo arcilloso (%
volumétrico). Ambos materiales se obtuvieron en la Region de La Araucania (Chile). La
Tabla 1 resume variables fisicas y quimicas de ambos materiales. El sustrato una vez
homogenizado se distribuyd en macetas de polietleno de 1 | de volumen.
Paralelamente, se habilitaron camaras de aeroponia (AE), de 45 | de capacidad. Estas
camaras se programaron para inyectar periédicamente una solucion nutritiva a las
raices por medio de rociadores, permitiendo mantenerlas permanentemente humedas.
Las soluciones nutritivas se renovaron periédicamente. Como planta modelo se utilizd
una variedad de la especie L. albus (lupino blanco). En el sistema SA, se sembro
directamente en el sustrato, mientras que para el sistema AE las plantas se
establecieron una vez germinadas en placas Petri. En cada sistema se establecieron
dos tratamientos nutritivos: T1. Tratamiento con aplicacion peridédica de una solucion
nutritiva estandar, segun los valores determinados por Taylor y Foy (1985). T2:
Tratamiento con aplicacion peridédica de la misma solucion, con valores reducidos de
fésforo (50%). Las plantas (30 por tratamiento) se evaluaron luego de 60 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. En la parte aérea se evaluo el largo del
tallo, diametro de cuello, numero de hojas y peso seco. En las raices se evaluo el largo
del eje central, numero y tamano de CP, clase morfolégica, ubicacion en la raiz y peso
seco. Para la determinacion de la clase morfologica se disefid un criterio de cinco
clases (0 a 4), siendo 0 un CP muy poco desarrollado y 4 un CP maduro. La Figura 1
muestra la forma en que el ensayo se establecio.
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Tabla 1. Resumen de variables fisicas y quimicas utilizadas para preparar el sustrato
arenoso en los ensayos de macetas.

material DA'  Por? pH MO’ CICE® N P Olsen K
(g cm” (%) (%)  (cmol+/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)
3
)
Arena 146 44.8 5.97 2 1.54 14 8 23
Suelo
arcilloso 0.99 62.3 5.67 7 13.64 33 32 282

'densidad aparente, “porosidad, *materia organica, “capacidad de intercambio catiénico efectiva.

Figura 1. Ensayo de plantas de Lupinus albus. a) Ensayo de macetas en invernadero, b)
Camaras de aeroponia, ¢) Ejemplo de desarrollo de la raiz en maceta, d) Ejemplo de desarrollo
de las raiz en condiciones aeropdnicas

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 resume los resultados de variables morfolégicas de longitud y numero de
hojas observados en los diferentes tratamientos, luego de 60 dias de crecimiento. En la
parte aérea no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
nutricionales, sin embargo, el largo del tallo fue significativamente mayor en SA que AE
(17.6 y 5.5 cm en promedio, respectivamente) (o= 0.1). Por su parte, el diametro del
cuello fue levemente mayor en AE, asi como también el numero de hojas. El largo del
eje de la raiz tampoco present6 diferencias significativas entre los sistemas fisicos (40.5
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y 38.2 cm en promedio para el sustrato arenoso y camaras de aeroponia,
respectivamente). La poca diferencia observada entre tratamientos nutricionales puede
deberse al relativamente corto tiempo transcurrido para la evaluacion, impidiendo que
las diferencias nutricionales se expresen de manera mas significativa, especialmente en
el desarrollo de la parte aérea (Penaloza, Martinez, Montenegro y Corcuera, 2004).

Tabla 2. Resumen de variables morfolégicas de longitud y numero de hojas. T1:
tratamiento con solucidon nutritiva estandar. T2: tratamiento con solucién nutritiva y
déficit de fosforo.

sistema tratamiento largo deltallo diametro del numero medio largo de la
(cm) cuello (cm) de hojas raiz (cm)
Arena T1 17.3 0.37 14.3 411
(SA) T2 17.9 0.38 15.3 39.9
Aeroponia T 5.1 0.48 16.1 34.1
(AE) T2 5.9 0.47 18.2 42.2

La Figura 1 resume los resultados de evaluacion de biomasa (peso seco) para cada
sistema fisico y tratamiento nutritivo aplicado. Como se observa, la biomasa aérea fue
sblo levemente superior en SA que AE (1.2 y 1.1 g en promedio, respectivamente), a
pesar que el largo del tallo fue significativamente mas largo en SA. Esto puede
explicarse por un mayor grosor del tallo y un levemente mayor numero de hojas en AE
(Figura 1a). Por otra parte, SA muestra un levemente mayor peso seco de la raiz,
siendo en ambos sistemas fisicos, levemente superior el peso seco del tratamiento
nutritivo estandar (Figura 1b). En ambos sistemas fisicos se observo que las plantas
sometidas a tratamiento con deficiencia de fosforo tuvieron un mayor desarrollo de CP.
En SA, 20% del peso radical corresponde a conglomerados en plantas con solucion
nutritiva estandar, y 30% en plantas con deficiencia. Esta diferencia fue mayor en AE,
con 1y 20%, respectivamente. Estos resultados concuerdan con Lambers et al. (2013),
en el sentido que P es uno de los elementos dominantes en definir el desarrollo de los
CP. En el caso de SA, las diferencias en los tratamientos nutritivos con respecto a P
pueden verse compensadas con la presencia natural de fésforo en los materiales
utilizados para preparar el sustrato arenoso (ver Tabla 1), lo cual actué reduciendo las
diferencias morfologicas entre los tratamientos nutricionales con respecto a los CP.
Como se esperaba, la diferencia con respecto a los CP fue mucho mayor en AE, ya que
la unica fuente disponible de agua y nutrientes proviene de las soluciones nutritivas
aplicadas, sin fuentes adicionales tales como en presencia de un sustrato fisico.

La Figura 2 resume los resultados de distribucion porcentual de CP segun su clase
morfoldgica (clase 0: muy poco desarrollado, clase 5: desarrollado), para cada sistema
fisico y tratamiento nutritivo. Como se observa, en SA se observaron todas las clases
morfologicas, mientras que en AE sdlo algunas clases de desarrollaron, especialmente
en las plantas sometidas a la solucién nutritiva estandar (T1), que sélo mostraron las
clases menos desarrolladas de conglomerados. En este sentido, en SA, las clases
dominantes fueron las 1 y 2, sin embargo, hubo presencia de clases 3 y 4 en las
plantas sometidas a déficit de fosforo (T2) (14 y 7% respectivamente). Por otra, en AE,
las plantas sometidas a T2 también mostraron mayor presencia de las clases 0 y 1
(entre 30 y 40% para ambas clases), sin embargo, fueron igualmente capaces de

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales 181



ISBN: 978-9968-641-26-5

desarrollar conglomerados de clases 2 y 3 (aproximadamente un 10% de los CP en
cada clase morfologica).

1.6 2 40

-~
a) mTl OT2 b) 2 )

v 1.6 e

—_ 1.2 n 30
0 0
;‘ T

® 08 g 20
§ 0.8 0
g g

0.4 o 10
0.4 0
| B :
7]
| i

0 0 o o0

sustrato aeroponia sustrato aeroponia sustrato aeroponia

Figura 1. Resultados de evaluacion de biomasa (peso seco) por cada sistema fisico. a) Parte
aérea (tallo y hojas), b) Raices, c) Porcentaje del peso de la raiz correspondiente a
conglomerados proteoideos. T1: tratamiento con solucidn nutritiva estandar. T2: tratamiento
con solucion nutritiva y déficit de fésforo.
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Figura 2. Distribucion porcentual de conglomerados por clase morfolégica (clase 0: muy poco
desarrollado, clase 4: desarrollado). a) Sustrato arenoso, b) Camaras de aeroponia. T1:
tratamiento con solucion nutritiva estandar. T2: tratamiento con solucion nutritiva y déficit de
fosforo.

La Figura 3 muestra la distribucion porcentual de los CP segun su ubicacion en cada
tercio de la raiz. Como se observa, si bien en SA los dos tratamientos nutritivos
poseen tendencias similares, los porcentajes varian. En este sistema, los CP se
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ubican principalmente en el tercio superior, llegando a un 47% en T1y 63% en T2. En
AE, el 100% de los CP se ubican en el tercio superior en el tratamiento T1, los cuales,
como se menciono, corresponden a clases morfoldégicas muy poco desarrolladas. Sin
embargo, en las plantas con déficit de fosforo (T2) los CP se distribuyen en los tercios
extremos de las raiz (30 y 50% en los tercios superior e inferior, respectivamente).
Dado que la diferencia entre SA y AE son del sistema fisico en que las raices se
desarrollan, las diferencias en la distribucion de los CP entre ambos sistemas pueden
relacionarse a la distribucion del agua disponible. En este sentido, en SA las plantas
son regadas periddicamente hasta humedecer la parte superior de la maceta, mientras
que en AE, los rociadores se ubican a la altura del cuello, con lo que el agua aplicada
se llega rapidamente a la parte superior de la raiz, descendiendo luego por accion de
la gravedad y acumulando humedad en la parte inferior de los contenedores
aeroponicos. Este resultado coincide con la afirmacion de Ramirez et al. (2004), en el
sentido que las raices proteoideas tienen como objetivo no sélo incrementar la
absorcion de nutrientes por parte de la planta, sino también de agua.
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Figura 3. Distribucion porcentual de conglomerados proteoideos en cada tercio de la raiz. a)
Sustrato arenoso, b) Aeroponia.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se enmarca en una investigacion que buscar relacionar el
desarrollo de los CP con diferentes propiedades de suelo. En este sentido, su objetivo
fue evaluar y cuantificar el rol del ambiente fisico en diferentes atributos morfologicos
de L. albus, especialmente en la raiz y desarrollo de los CP. Los resultados obtenidos
permiten concluir que concluye que el déficit de fosforo en la primera parte del ciclo de
vida de lupino no produce diferencias en la parte aérea en cuanto al nivel de biomasa,
si bien el eje del tallo resulté significativamente mas largo en SA. En concordancia con
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la literatura disponible, la aparicién y desarrollo de los CP parece estar dominada por
la disponibilidad de P, sin embargo, se concluye que el sistema fisico puede afectar la
distribucion de los CP en cada tercio de la raiz, al influir posiblemente sobre la
distribucion del agua disponible.
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INTRODUCCION

La temperatura es uno de los factores determinantes para la germinacion y la
longevidad de semillas. Estudios realizados en semillas de especies de cactaceas y
aizoaceas muestran cierta tolerancia a temperaturas extremas que podria explicar la
persistencia de estas plantas en zonas aridas (Nobel, 1986; Daws, et al., 2007).

En la reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, México se predice para el ano 2100
un incremento de 2 °C (Téllez-Valdés y Davila-Aranda, 2003) sobre la temperatura
media anual registrada (21 °C) (Valiente-Banuet et al., 1991; CONAGUA, 2013). En la
superficie del suelo del matorral xerofilo en la reserva hemos registrado temperaturas
hasta de 50 °C en los ultimos tres afios. En determinaciones realizadas en la superficie
del suelo del desierto de Chihuahua y otros desiertos se registran incluso temperaturas
superiores a 70 °C (Nobel et al., 1986; Ooi et al., 2009).

Las investigaciones realizadas para conocer la respuesta germinativa al calentamiento
de semillas previo a la siembra se han realizado hasta ahora con semillas recién
cosechadas o almacenadas en laboratorio. Los resultados reportados son variables
segun las especies, en algunos casos la germinacién se incrementa, y en otros es
menor o no se afecta. En cuanto al tiempo medio de germinacion puede haber un
retraso después del tratamiento térmico (Pérez-Sanchez et al., 2010). Pero, hasta ahora
estas investigaciones no se han realizado en semillas que hayan sido enterradas in situ
y permanecido en el suelo desde la cosecha hasta antes de la aplicacion de los
tratamientos térmicos. Dado que las semillas una vez dispersadas se localizan en los
primeros centimetros del suelo de su comunidad de origen, consideramos necesario
incluirlas en este estudio. Por ello, en este trabajo se utilizaron semillas de cosecha
reciente, almacenadas en laboratorio, y semillas que permanecieron enterradas in situ
en el suelo del matorral desde la cosecha hasta el momento de someterlas a 50 °C
antes de la siembra. Dicho tratamiento fue aplicado con el propdsito de conocer la
termotolerancia de las semillas comparando parametros de germinacién de semillas
tratadas y no tratadas de Escontria chiotilla (Weber) Rose y Stenocereus pruinosus
(Otto) Buxb. Las especies estudiadas son cactaceas columnares, presentes en la
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reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan. E. chiotilla “jiotilla” es endémica y silvestre,
dominante del matorral xerdfilo y, S. pruinosus “pitaya es cultivada (Davila et al., 1993).
Las preguntas de investigacion de este trabajo son ¢El porcentaje de viabilidad, la
capacidad de germinacion y el tiempo medio de germinacion de las semillas recién
cosechadas en 2010 y 2012, se modifican durante el almacenamiento en el laboratorio
por uno, dos o tres afos? Los parametros anteriores, ¢también se modifican después
de que las semillas permanecen enterradas en el suelo del matorral durante dos afios?
¢La exposicion de semillas secas a 50 °C por 2 h diariamente antes de la siembra
modifica la germinacion? Para responder a dichas preguntas en este trabajo se
compara la germinacion de semillas de ambas especies:1) recién cosechadas, 2)
almacenadas en laboratorio durante uno a tres afos, 3) enterradas en el suelo del
matorral durante dos afios, y 4) semillas de los lotes anteriores expuestas dos horas
diarias a 50 °C durante 7 y 14 dias antes de la siembra.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de E. chiotillay S. pruinosus utilizadas en este estudio se colectaron en al
menos 10 plantas de la Regiéon de la Mixteca Baja Oaxaquena en el periodo de
produccion de los afios 2010 y 2012. Las semillas se extrajeron y se almacenaron en
frascos de vidrio a la oscuridad en condiciones de laboratorio de 25 + 3 °C durante uno
a tres afios. De manera simultanea las semillas cosechadas en 2010 se enterraron a
menos de siete centimetros de la superficie del suelo durante dos afios en cuatro sitios
del matorral xerofilo georeferenciados en la tabla 1.

Para explicar el efecto de la temperatura aplicamos la maxima registrada por nosotros
en el suelo del matorral que es de 50 °C, cabe sefalar que esta temperatura sélo
permanece en el sitio en el momento de mayor insolacion durante el dia; por lo que, en
este trabajo semillas secas almacenadas en laboratorio y exhumadas del suelo del
matorral se expusieron sélo por 2 h diarias a dicha temperatura. Previo a la siembra, las
semillas secas se colocaron en cajas Petri de vidrio y se sometieron diariamente a 50
°C durante 2 h y 22 h a temperatura ambiente (25 + 3 °C). El primer tratamiento se
realiz6 durante 7 d y el segundo por 14 d. Después de los tratamientos, tanto las
semillas tratadas y no tratadas (control) se sembraron en cajas Petri con agar (1%) a 25
°C y 12/12 h luz/oscuridad. La germinacién de semillas se cuantificoé diariamente
durante 15 d. Se comparé la capacidad de germinacion (CG) y tiempo medio de
germinacion (TMG™).

*TMG = ¥ (Dn)/ ¥n

En donde n es igual al numero de semillas que germinan en el dia D y D es el numero
de dias a partir de la fecha de siembra (Ellis y Roberts 1981; Flores et al., 2011).
Calculado para las semillas germinadas por lote de 50 semillas con tres réplicas.
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Tabla 1. Sitios de banco de semillas enterradas en el suelo del matorral de la Mixteca
Baja Oaxaquena, colecta 2010.

Sitio Localidad Georeferencia Altitud (msnm)
S1 Municipio de San 18°16'37”N 2,665
Juan Joluxtla, 97°74'36”0

Oaxaca.
S2 Municipio de San 17°31'0”N 1,820
Juan Joluxtla, 97°32°0”0
Oaxaca.
S3 Municipio de 18°16'96”N 1,805
Santiago Chazumba, 97°71'18”0
Oaxaca.
S4 Municipio de 18°16’24”N 1,794
Santiago Chazumba, 97°70'93”0
Oaxaca.
RESULTADOS

Una de las diferencias morfologicas mas notables entre las semillas de las dos especies
es que S. pruinosus tiene un peso promedio de alrededor de 1.85 mg y E. chiotilla de
0.59 mg, cabe sefialar que la germinacion de semillas es mas rapida en S. pruinosus
que presenta un TMG mas corto que E. chiotilla.

En ambas especies las semillas recién cosechadas y las almacenadas por uno a tres
afnos en laboratorio presentan viabilidad y CG elevadas, no asi en semillas enterradas
en el matorral donde la viabilidad de semillas se reduce después de haber estado
enterradas en el suelo durante dos afios (tablas 2 y 3).

La CG y TMG de las semillas no se modifica con la edad, en tanto estos parametros
son comparables en las semillas recién cosechadas y después de uno, dos y tres afos
de almacenamiento en laboratorio (tablas 2 y 3).

Por el contrario, después de que las semillas permanecen enterradas dos afos en el
suelo del matorral, la CG se reduce en ambas especies (tabla 2). En semillas de S.
pruinosus el TMG se alarga y es variable para E. chiotilla. En cada uno de los 4 sitios
del matorral donde fueron enterradas las semillas se observa un comportamiento
diferente, la CG y el TMG varian significativamente, por ejemplo, en semillas de E.
chiotilla enterradas en el micrositio 3, la CG es de 91.6 % y de 2.6 % en el micrositio 4,
mientras que el TMG es de 5 y 3.4 dias, para las semillas del micrositio 3 y del
micrositio 4, respectivamente. Estas diferencias se registran también para las semillas
de S. pruinosus, en el micrositio 2 la CG es de 74.7 % y en el micrositio 1 es de 12.7 %,
y el TMG es de 4.2 y 5.1 dias en las semillas del micrositio 2 y el micrositio 1,
respectivamente (tabla 2).

Las semillas recién cosechadas de ambas especies, las almacenadas uno a tres afos
en laboratorio o las que permanecieron en el suelo del matorral durante dos afos,
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después de haber sido sometidas a los tratamientos térmicos y una vez sembradas no
presentan diferencias significativas ni en la CG ni en el TMG, respecto a las no tratadas
(tablas 2 y 3).

Tabla 2. Germinacion de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus (colecta 2010),
almacenadas durante dos y tres afios en condiciones de laboratorio, o dos afios en el
suelo del matorral de la Mixteca Baja Oaxaquena, y tratadas a 50 °C durante 7y 14 d
antes de la siembra.

Tratamiento de Condicién Tiempo de Colecta 2010
semillas almacenamiento E. chiotilla S. pruinosus
(anos) CG* (%) TMG** (dias) CG* (%) TMG** (dias)
No tratadas Laboratorio 0 (a la cosecha) 95.33+0.57 7.87+0.15 98.66+0.57 3.2+0.51
2 89.3+6.1 10.3+0.15 88.01+4.6 3.8210.2
3 94.67+4.16 6.16+0.22 88.67+2.31 5.22+0.65
Matorral 2281 - e 12.7 £ 3.1 5.1+0.1
2:82 10617 6.0+0.7 747+ 81 42+0.2
2:S3 91.6+2.38 500 38.0+2 56+0.3
2:54 26 =+ 3 343 20.7+2.3 48+0.2
Tratamiento 1: 50 Laboratorio 2 88.0+4 6.0+£0.2 90.7 +4.6 3.4+0.1
°C/7 d 3 93.3+3.06 5.6510.9 84.67+6.11 4.97+0.33
Matorral 2281 - e 13.3+4.6 5404
2:82 16+8 585 72+ 13.8 5.1+0.1
2:S3 78.6+6 6.7+0.5 38.7+8.3 5804
2:54 26 + 23 3.6+3.2 17.3+6.1 41+01
Tratamiento 2: 50 Laboratorio 2 84 +£10.5 49+01 85+6.1 3.3+£0.3
°C/14d 3 98.67+1.15 5.54+0.16 86.0+3.46 4.74+0.45
Matorral 2281 - e 13.3+8.3 3906
2:82 226+11.5 47+4 54.7 £ 18.1 44+04
2:S3 69.3+2.3 580 44.0%0 46+0.1
2:54 26 + 3 3.3+28 20.0+14.4 5.1+0.2

Promedio + Desviacion estandar de tres lotes de 50 semillas cada uno. La letra S en la
tercera columna se refiere al micrositio en el suelo del matorral. *Capacidad de
germinacion; **Tiempo medio de germinacion. NOTA: las lineas punteadas indican que
no se recuperaron las semillas de E. chiotilla del micrositio 1.

Tabla 3. Germinacion de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus (colecta 2012), de
reciente cosecha, almacenadas durante un afio en laboratorio y tratadas a 50 °C
durante 7 y 14 dias antes de la siembra.

Tratamiento Colecta 2012
E. chiotilla S. pruinosus
CG* (%) TMG*™ (dias) CG* (%) TMG** (dias)

A la cosecha (NT) 88.0£8.7 6.7+0.2 98.0+2.0 5.0£0.2
Tratamiento 1: 50° C/7 d 85.316.1 5.8310.2 86.7+6.1 4.110.2
Tratamiento 2: 50° C/14 d 78.6£10 6.210.3 85.3+4.6 3.6+0.3

1 afo de almacenamiento (NT) 92.0+6 5.63+0.09 80.67+9.24 5.08+0.39
Tratamiento 50° C/7 d 99.3+1.15 4.7810.09 97.3+1.15  3.3910.37
Tratamiento 50° C/14 d 90+7.21 4.16+0.81 85.3+5.03 4.8810.23

Promedio + Desviacion estandar de tres lotes de 50 semillas cada uno. NT, no tratadas.
*Capacidad de germinacion; **Tiempo medio de germinacion.
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DISCUSION

La contribucién de este trabajo es analizar semillas que han permanecido enterradas en
el suelo del matorral de la Mixteca Baja Oaxaquefia durante dos afos y una vez
exhumadas y secas han sido sometidas a temperaturas altas de 50°C antes de la
siembra.

Las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus después de los tratamientos térmicos
mantienen un porcentaje de viabilidad comparable al de las semillas recién cosechadas,
almacenadas en condiciones de laboratorio, o al de las semillas recién exhumadas y sin
tratamiento. Nuestros resultados muestran que las semillas de E. chiotillay S. pruinosus
pierden viabilidad en el curso de su estancia por dos afios en el banco por efecto de las
condiciones ambientales en el suelo del matorral; pero soportan exposiciones cortas a
50 °C por 7 y 14 d, sin que se reduzca ni la viabilidad ni la CG por efecto de los
tratamientos.

Hasta ahora se reportan resultados del efecto de tratamientos térmicos previos a la
siembra a partir de semillas secas de reciente cosecha o almacenadas en laboratorio,
pero no en semillas recuperadas directamente del banco de semillas en el suelo. Ooi y
col. (2009) reportan que siete de ocho especies localizadas en zonas aridas de
Australia permanecen viables y con una capacidad de germinacion elevada después de
haber sido sometidas a tratamientos térmicos de 70/25 °C y 60/20 °C durante 70 d
previos a la siembra; tal como ocurre en las semillas de cosecha reciente y las
almacenadas en laboratorio de nuestro estudio, asi como en semillas de Agave
salmiana, Ferocactus histrix y Prosopis laevigata, reportadas por Pérez-Sanchez et al.
(2011).

Las semillas que provienen del suelo del matorral en muchos de los micrositios
presentan porcentajes de viabilidad bajos en ambas especies. La reduccion de la
viabilidad es muy variable dependiendo de las condiciones de los micrositios, las
condiciones ambientales que influyen en los micrositios de manera determinante son el
agua y la temperatura.

CONCLUSIONES

Las semillas E. chiotilla'y S. pruinosus almacenadas en laboratorio durante uno a tres
afos o enterradas in situ en el matorral durante dos afios sometidas a los tratamientos
térmicos de 50 °C durante 2 h diarias de exposicidon por 7 y 14 d, una vez sembradas no
presentan cambios en la CG ni en el TMG.

Los resultados de este estudio muestran cierta tolerancia de las semillas de E. chiotilla
y S. pruinosus cuando son expuestas a cortas exposiciones a 50 °C previos a la
siembra, coincidiendo con los reportes que sugieren que las cactaceas son
termotolerantes. Sin embargo, otros muchos factores estan interrelacionados entre ellos
el agua, que cambia el estado fisiolégico de las semillas y podria modificar las
propiedades de termotolerancia que se observan en semillas secas. Estudios sobre
banco de semillas en cactaceas estan en curso.
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RESUMEN

El reciclaje de subproductos y residuos de origen agricola y agroindustrial para usos en
agricultura requiere de su procesamiento y estabilizacion por medio del compostaje. En
residuos fibrosos, con alta relacion C/N, el proceso es lento, llegando a tardar hasta
seis meses. Es posible acortar el tiempo, entre otras formas, por incremento en la
densidad de hongos con alta capacidad hidrolitica de las moléculas resistentes a la
degradacion microbiana, celulosas y ligninas. Se muestrearon pilas de bagazos de cafa
de azucar y agave “mezcalero” (Agave angustifolia Haw.) en diferentes etapas del
proceso de compostaje. Con las muestras se realizaron series de diluciones al décimo.
Se sembraron las diluciones 10 y 10* en placas con agar de papa y dextrosa, se
incubaron durante siete dias a 35°C. Se aislaron siete hongos con claras diferencias
morfologicas. Los cultivos fueron purificados por resiembra en el mismo medio. Se
identificaron, por caracteristicas coloniales y morfolégicas microscopicas, como:
Aspergillus aff. fumigatus, Absidia sp., Aspergillus aff. niger, Cladosporium sp.,
Fusarium aff. oxysporum, Rhizopus sp., Trichoderma harzianum. Los hongos se
multiplicaron en arroz para la formulacién de in6culos experimentales. Se aplicaron los
inoculantes a los mismos residuos frescos en microcosmos. Actualmente esta en
evaluacion la capacidad de cada uno de ellos para reducir el tiempo para alcanzar la
maduracion de la composta generada. Se logro el aislamiento e identificacion de siete
especies de hongos saprofitos con capacidad lignocelulolitica en residuos en
compostaje de bagazos de cafa de azucar y agave mezcalero.

Palabras clave: compostaje, hongos saprofitos, residuos agroindustriales.

INTRODUCCION

El panorama de contaminacion ambiental provocado por la acumulacién de residuos
ha generado la necesidad de identificar opciones viables para su manejo y posible
aprovechamiento (Gordillo et al., 2011). Los residuos organicos de origen urbano,
agricola y agroindustrial son los mas abundantes en México. Engloban principalmente
restos de alimentos, restos de poda, de rastros, de mercados, restos forestales,
pesqueros, agricolas, excretas de animales, lodos residuales no considerados como
peligrosos y residuos agroindustriales (Guadalajara, 2011).

Los constituyentes principales de este tipo de residuos son moléculas solubles en agua,
féculas, aminoacidos y diversos acidos organicos, hemicelulosas, grasas aceites y
ceras, lignina, celulosa y proteinas (Soto y Meléndez, 2003). Los compuestos
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lignocelulésicos componen la mayor parte de la biomasa vegetal, por lo que la
degradacion de los residuos en el suelo es un proceso fundamental para la continuidad
del ciclo de carbono. Durante el proceso, en condiciones aerobias, los microorganismos
utilizan los compuestos de carbono como fuente de energia y en consecuencia el
contenido de carbono va en decremento (Isaza-Arias et al. 2009).

La transformacion agroindustrial del maguey mezcalero (Agave angustifolia Haw.) y la
cafia de azucar tienen gran importancia en el estado de Oaxaca, México. El estado
ocupa el primer lugar en produccién de mezcal (Financiera Rural, 2011; COMERCAM,
2012), y ocupa el quinto lugar en produccion de cafia molida bruta (SAGARPA-
ASERCA, 2010). Durante los procesos de transformacion se generan una considerable
cantidad de liquidos y residuos solidos que generan diversos y graves problemas
ambientales (Suthar, 2010).

Segun Pernalete et al. (2008), se obtienen de 250-400 kg de bagazo por cada tonelada
de tallos que se procesan en la obtencion del jugo de cafa. En la industria del mezcal
por cada litro producido de esta bebida se obtienen de 15 a 20 kg de bagazo humedo
(Colunga, 2007), lo que se traduce en una gran cantidad de material residual. En el afio
2011 se procesaron en Oaxaca 10,107 ton de maguey, con un rendimiento total de 1,
387,260 litros de mezcal (COMERCAM, 2012), lo que nos resulta en un estimado de
24,277 ton de bagazo humedo. En el caso de la cafia de azucar, en el estado se tiene
calculada una produccion de 3,482, 389 ton de cafia de azucar hasta junio de 2012
(OEIDRUS- PORTAL), lo que resulta en una produccién de 8,706 ton de bagazo.
Enfocado a su utilizacién en la produccion agricola, Rodriguez (2004) menciona que se
pueden obtener biofertilizantes y sustratos organicos a partir de estos residuos después
de someterlos a procesos de biodegradacién, como son el compostaje y el
vermicompostaje. Una mezcla de biosolidos y bagazo de maguey sometidos a
compostaje dieron como resultado un producto libre de olores y con propiedades
fisicoquimicas mucho mejores que los materiales iniciales (ifiiguez et al. 2006). En
cuanto al bagazo de cafia, una vez terminado el proceso de biodegradacion, las
caracteristicas que presenta son favorables para su utilizacion en produccion agricola al
no presentar toxicidad debido a la estabilizacion del material (Chandler et al. 2008;
Lépez 2011). Cuevas (1997) desarrolldé la tecnologia para el compostaje rapido de
residuos, basada en la inoculacion con cultivos puros de Trichoderma harzianum Rifai.
Los ensayos en placa de Petri constituyen herramientas poderosas para reconocer la
capacidad lignocelulolitica de los hongos (Devi and Kumar, 2012). Estos ensayos
permiten verificar, en forma semicuantitativa, la produccion de enzimas hidroliticas y
probar de manera simultanea y barata un gran numero de aislamientos para varias
capacidades especificas.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar, en cultivo en placa, la capacidad de
hidrolisis lignocelulésica de siete aislados fungicos provenientes de bagazo de maguey
mezcalero y cafia de azucar sometidos a proceso de compostaje.

METODOLOGIA

Se muestrearon pilas de bagazos de cana de azucar y maguey mezcalero (Agave
angustifolia Haw.) en diferentes etapas del proceso de compostaje. Con las muestras
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se realizaron series de diluciones al décimo en agua peptonada. Se sembraron las
diluciones 10° y 10 en placas de Petri con agar de papa y dextrosa, se incubaron
durante siete dias a 35°C. Los hongos crecidos se resembraron en tres ocasiones
consecutivas en el mismo medio, por la técnica del parche, hasta su purificacion. Se
aislaron nueve hongos con claras diferencias morfologicas coloniales y en observacion
microscopica. La identificacidn se realizd por caracteristicas coloniales y morfologicas
microscopicas (http://thunderhouse4-yuri.blogspot.ca/2013). Se efectuaron ensayos en
placa de Petri utilizando medios especificos para medir semi-cuantitativamente las
capacidades de hidrdlisis de celulosa y lignina de los hongos aislados. Se utilizaron
agar celulosa, agar carboximetil celulosa y agar lignina y se midieron los halos de
hidrdlisis, de acuerdo a lo sugerido por Gomez-Sarmiento (2011) y Devi and Kumar
(2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron nueve organismos con claras diferencias coloniales y microscopicas.
De acuerdo a estas caracteristicas, su clasificacion taxonomica es la siguiente:
Trichoderma harzianum (Th), Rhizopus sp. (Rsp), Aspergillus aff. fumigatus (Af),
Aspergillus aff. niger (An), Absidia sp1. (Asp1), Fusarium aff. oxysporum (Fo), Absidia
sp2. (Asp2), Cladosporium sp.1 (Csp1), Cladosporium sp.2 (Csp2).

En los bioensayos de crecimiento en placa (Figura 1), medida como diametro
equivalente de la colonia, destacaron por la magnitud de su crecimiento, en agar lignina
los hongos Th, Af, An, Asp1 y Asp2. Como solubilizadores de celulosa en medio CMC
los hongos que destacaron fueron An y Asp2, en tanto que en medio C solamente se
registré un crecimiento importante del hongo Asp2.
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Figura 1. Magnitud del crecimiento colonial de nueve hongos aislados de bagazo de cafa y
bagazo de maguey mezcalero, en agar celulosa (C), agar carboximetil celulosa (CMC) y agar
lignina (L).
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De acuerdo a la formacion de un halo claramente visible de hidrdlisis en cada uno de
los medios de crecimiento, solamente en agar celulosa se registro la formacion clara de
este halo por la mayoria de los hongos ensayados, mientras que en agar CMC y agar
lignina solamente con uno de los hongos se registré la presencia del halo de hidralisis,
aunque de un tamafo pequerfio en relacion a su crecimiento colonial (Figura 2).
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Figura 2. Magnitud del halo visible de hidrélisis de nueve hongos aislados de bagazo de cafia y
bagazo de maguey mezcalero, creciendo en agar celulosa (C), agar carboximetil celulosa
(CMC) y agar lignina (L).

CONCLUSIONES

La rigueza de hongos con capacidad lignocelulolitica fue amplia en los residuos en
compostaje, bagazo de cana de azucar y bagazo de maguey mezcalero, reportando en
este estudio nueve especies. La capacidad hidrolitica de lignina y celulosa quedo
evidenciada tanto por la magnitud del crecimiento colonial como por la formacion de un
claro halo de hidrdlisis en los medios agar celulosa, agar carboximetil celulosa y agar
lignina. Futuros ensayos “in vivo” proporcionaran mayor informacion de la posibilidad de
seleccionar algunos de estos organismos para ser utilizados como inoculantes en el
proceso acelerado de compostaje de residuos fibrosos.
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RESUMEN

El recurso hidrico mas utilizado en Colombia para riego son los rios, le siguen el agua
lluvia y los pozos profundos. En la sabana de Bogota, regién central de Colombia, tanto
el rio como los pozos estan altamente contaminados con agua residual de industrias
que funcionan en la zona y se agrava con los lixiviados y escorrentia del cauce del rio,
sus afluentes y pozos sépticos que funcionan como alternativa sanitaria en la zona. La
principal actividad econdmica de la region es la agricultura, se cultivan frutales,
hortalizas y ornamentales que sufren de multiples enfermedades y el agua de riego
podria ser una de las causas de dispersion de patdgenos en la zona. El objetivo de
esta investigacion fue determinar la carga microbiana en aguas de riego en 21 fincas
agricolas de la cuenca alta del rio Bogota y su posible relacion con las enfermedades
que presentan los cultivos en cada finca y por zonas. La metodologia incluyé la
sensibilizacion de los agricultores sobre el problema, recoleccion de muestras de agua
de riego en cada finca, identificacion de microorganismos reportados como
fitopatogenos y pruebas de patogenicidad en las variedades vegetales cultivadas en
cada finca con los microorganismos encontrados en agua. Se encontraron hongos y
bacterias en el agua de riego que enfermaban los cultivos en algunas de las fincas y
nematodos reportados como fitopatégenos para algunos de los cultivos. Se concluyo
que el agua de riego tiene una alta carga de microorganismos y es un factor de
dispersion de fitopatogenos en las fincas en estudio que podrian afectar la
sostenibilidad de los productores. A futuro se espera realizar transferencia de
tecnologia a los agricultores sobre la importancia de los cuerpos de agua para su
actividad econdmica y presentar una alternativa para garantizar la calidad de este
recurso natural.

Palabras Clave: agua de riego, dispersion, microorganismos fitopatdégenos, sabana de
Bogota, sostenibilidad.
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ABSTRACT

The most widely used water resources for irrigation in Colombia are rivers, followed by
rain and water from deep wells. In the savannah of Bogota, Colombia's central region,
both the river and the wells are highly contaminated wastewater industries operating in
the area and is exacerbated by leachate and runoff of the river, its tributaries and septic
tanks function as sanitary alternative in the area. The main economic activity of the area
is agriculture, it is cultivated fruit trees, vegetables and ornamentals who are suffering
from multiple diseases and irrigation water could be one of the causes of spread of
pathogens in the area. The objective of this research was to determine the microbial
load in irrigation water in 21 farms in the high basin of the river Bogota and its possible
relation to diseases with crops on each farm and area. The methodology included
sensitizing farmers about the problem, collecting water samples on each farm irrigation,
identification of microorganisms reported as pathogens of plants and pathogenicity tests
on plant varieties cultivated in each farm with microorganisms found in water. Fungi and
bacteria were found in the irrigation water sick crops in several farm and reported as
pathogenic nematodes for some crops. It was concluded that irrigation water has a high
load of microorganisms and it is a dispersion factor pathogens on farms in a study that
could affect the sustainability of producers. In the future is expected to perform
technology transfer to farmers about the importance of water bodies for economic
activity and to present an alternative to assure the quality of this natural resource.
Keywords: irrigation water dispersion pathogenic microorganisms, savannah of Bogota,
sustainability.

INTRODUCCION

El agua es el recurso mas importante para los seres vivos, el planeta es mucho mas
agua que suelo y eso le permite la estabilidad geoldgica y atmosférica que ha brindado
por millones de afos la posibilidad de albergar vida. Se estima que solo el 1% del agua
es potable y eso no es del todo verdad, porque esa potabilidad se mide en funcion del
hombre, pero en consideracion a los millones de especies que viven en el mar, el agua
realmente es una fuente potable e ilimitada para la vida de cualquier organismo que
viva en este medio.

Colombia es un pais privilegiado, la mayoria del territorio nacional cuenta con diversas
fuentes hidricas, podria decirse que la riqueza fluvial es ilimitada, estos rios se
alimentan de los manantiales en donde nacen, los cuales recuperan su caudal en la
medida que el agua realiza su ciclo, ademas nuestro territorio por estar en la zona
térrida cuenta con un nivel de precipitacion alto lo que permite la recuperacién de
buena parte del agua que se utiliza. La riqueza hidrica hace de nuestro pais uno de los
mas ricos en recursos naturales en el planeta, situacién que garantiza la subsistencia
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econdmica, social y de productividad de la cual carecen otros paises pero la
responsabilidad social que se tiene sobre este recurso aun es muy pobre.

La sabana de Bogota cuenta con un sistema hidrico que le ha dado sustento y
desarrollo econdmico a la region, aunque se cuenta con aguas subterraneas, hasta el
momento la poblacidn que habita en esta region no ha necesitado realmente hacer uso
de ella. En varios municipios de la sabana, los agricultores toman agua de pozos
profundos, convencidos de que estan tomando fuentes hidricas limpias para esta labor,
pero realmente estan tomando aguas lixiviadas de la lluvia o de las fuentes hidricas que
pasan al subsuelo, que se combina con aguas de pozos seépticos y de otras
procedencias, lo cual aumenta la concentracién de microorganismos que pueden ser
patdgenos para cualquier organismo vivo.

La calidad del agua de riego es uno de los factores de los cuales depende la
productividad de cultivos agricolas; la presencia de microorganismos puede significar
un efecto benéfico o uno perjudicial, las microalgas son el ejemplo de microorganismos
benéficos en el agua, mas cuando rios, lagunas tienen grandes cantidades si la calidad
es buena; estos microorganismos se alimentan generalmente de bacterias, son
fotosintéticos y utilizan la energia solar para fijar CO2 (Rawat, R, Ranjith, T. &
Mutanda, F, 2011). Por otra parte, algunos patégenos han sido reportados en aguas de
riego para los seres vivos, las plantas y el hombre como E. coli, Salmonella sp,
Bulkolderia cepacia. (Agrios, 2005). Generalmente las investigaciones han estado
orientadas a la busqueda de microorganismos patdgenos para la salud humana y muy
pocos a determinar la carga de microorganismos fitopatdogenos, solamente cuando se
presenta una epifitia se investiga toda la epidemiologia. Este estudio permite tener una
vision general de la carga microbiana encontrada en el agua de riego utilizada por 21
fincas agricolas y establecer si hay fitopatogenos que estén relacionados con los
cultivos que manejan estas fincas.

El proyecto generd un interés muy alto en los agricultores de la sabana, en la red de
usuarios del rio Bogota y en la Contraloria General de la Nacién, desde las veedurias
ciudadanas, razon por la cual el grupo espera realizar una transferencia de tecnologia
para sensibilizar a los usuarios con la compaiiia de estas entidades, poner en contexto
a quienes hacen uso del sistema hidrico de la sabana de Bogota para la agricultura,
cual es el estado actual del agua de riego y entiendan su responsabilidad social con el
cuidado y buen uso de ella, ademas, entiendan que el agua es un dispersor de
microorganismos patdégenos para las plantas y puede afectar la productividad de sus
cosechas y como esta agua lleva consigo problemas de salud para ellos, pues muchos
microorganismos encontrados producen enfermedades graves en el hombre.

A futuro, se espera hacer un trabajo con un gran numero de agricultores de las cuencas
alta, media y baja, para lo cual sera necesario establecer alianzas estratégicas con las
entidades de control, agroindustrias y demas usuarios del rio para que se pueda hablar
de un verdadero desarrollo sostenible de esta region en donde confluyan estudios
ambientales, econdmicos y sociales en pro de garantizar un uso racional del agua de la
region.
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MATERIALES Y METODOS

El proyecto se desarrollé en 4 fases, la primera fue la seleccion de las fincas para la
investigacion, se programaron 40 fincas, 5 en cada municipio de la cuenca alta del rio
Bogota pero solo aceptaron participar los productores de 21 fincas. En la primera visita
se explicaron las razones del estudio, se entrego un folleto informativo y se hizo una
entrevista en la cual se recolectaron los datos sobre la variedad vegetal, tipo de riego,
sintomas de enfermedad que han presentado los cultivos y estado de salud de los
trabajadores. Se documentd fotograficamente cada cultivo y los puntos de entrada del
agua que utilizaban para riego.

En la segunda fase se recolectaron las muestras de agua de riego, las cuales se
hicieron teniendo en cuenta: época de lluvia, sequia y fechas de cosecha. Se
recolectaron también muestras vegetales sanas y enfermas para la realizacion de las
siguientes fases. La cantidad de muestra de agua fue de 10 litros en recipientes
plasticos, se rotularon y llevaron al laboratorio; las muestras vegetales se depositaron
en bolsas plasticas y se transportaron para su procesamiento.

En la tercera fase se procesaron las muestras de agua para reconocer nematodos por
observacion en fresco y por concentracion de acuerdo con el protocolo de Rodriguez
(2012); la identificacion de hongos y bacterias se realizé utilizando la técnica de
concentracion por filtracion de membrana, siembra en medios especiales para esta
técnica y posterior aislamiento de los microorganismos en medios selectivos. Los
microorganismos aislados fueron mantenidos en congelacion para bacterias y en agua
para hongos filamentosos.

Las muestras de tejido vegetal fueron procesadas de acuerdo con los protocolos de
Stangoulis, J. y Sison, C. (2009) los microorganismos fueron aislados en agar PDA,
McConkey, ENDO y Standard.

RESULTADOS

Primera fase. Las 21 fincas que aceptaron participar en el estudio estan ubicadas en los
municipios de Villapinzén, Choconta, Suesca, Sesquilé, Gachancipa, Tocancipa, Cajica
y Chia. En la tabla 1 se presentan los cultivos que se estudiaron en cada finca. El
periodo de recoleccion fue en el mes de abril del afio 2012; se muestrearon dos fincas
por dia empezando por Villapinzon y finalizando en Chia.
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Tabla 1. Fincas y tipo de cultivos para cada finca.
Municipio N° fincas Tipo de cultivos/ variedad vegetal

Villapinzéon 2 Verdelife — lechuga
El tomate - tomate
Choconta 3 Santa ana -fresas.

El laurel- fresas
El rosal — fresas

Suesca 2 Calabacin- calabacin
La puerta de oro-tomate.
Sesquilé 3 Manciti —calabacin

Frescuras del campo-tomate
El campito- guisante
Gachancipa 3 Agrocalima-calabacin,
Lechuga y vida- lechuga
Vivero la esperanza -espinaca

Tocancipa 2 Inversiones jacrunidas-ornamentales.
La esperanza-ornamentales
Cajica 3 Casa quinta sendero de Dios-lechuga

Agros villa nueva- fresa
El progreso-tomate
Chia 3 El cerezo-espinaca.
Bloque 2- espinaca.
Agricoland- espinaca.

En la figura 1 se muestra la ubicacion de la sabana de Bogota en Colombia y la
ubicacion de los municipios en la sabana de Bogota.

0ce0®® i

Figura 1. Ubicacion de la sabana de Bogota en Colombia y los municipios donde se tomaron las
muestras. Fuente: Instituto Colombiano de Antropologia e Historia. www.icanh.gov.co y Ministerio del
medio ambiente. Modificados por las investigadoras, 2012.
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En la figura 2 se muestran los datos arrojados por la encuesta.
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Figura 2. Datos arrojados por la encuesta. Investigadoras, 2012

Segunda fase. Las muestras fueron colectadas, empacadas y transportadas de acuerdo
con los protocolos citados en la metodologia.

Tercera fase. Las pruebas en fresco permitieron evidenciar los nematodos Meloidogyne
spp, Heterodera spp, Ditylenchus spp. y Rotylenchus spp. en el agua de riego de las
fincas Verdelife, El Tomate, Santa Ana, Lechuga y Vida, Casa Quinta Sendero de Dios,
El Cerezo y El Laurel, para la primera especie, Manciti y Agrocalima para la segunda
especie, Vivero la esperanza y Agricoland para la tercera y cuarta especie
respectivamente. En la tabla 2 se presentan los microorganismos bacterianos y
micoticos aislados e identificados del agua de riego de las fincas. Solamente el cultivo
de guisantes del municipio de Sesquile no presenta ningun patégeno bacteriano o
micotico. Este resultado es coincidente con el estado de sanidad del cultivo manifestado
por los agricultores en la encuesta y observado por las investigadoras.
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Tabla 2. Bacterias y hongos identificados en aguas de riego por localizacién y tipo de cultivo.

Localizacion Cultivo Bacterias en aguas de riego | Hongos en aguas de riego
Villapinzén lechuga Proteus sp. Alternaria sp.
Villapinzén tomate Proteus sp. & Cedevecea sp. Alternaria sp.
Choconta Fresas Proteus sp., Cedevecea sp., Alternaria sp.

Enterobacter sp.
Choconta Fresas Proteus sp. No hubo crecimiento
Choconta Fresas Proteus sp. No hubo crecimiento
Suesca Tomate Bulkolderia sp. Aspergillus sp.
Suesca Calabacin Proteus sp. Alternaria sp.
Sesquilé Calabacin Proteus sp. Alternaria sp.
Sesquilé Tomate Proteus sp. Alternaria sp.
Tocancipa Rosas Proteus sp. No hubo crecimiento.
Tocancipa Rosas Proteus sp. No hubo crecimiento
Gachancipa Lechuga Proteus sp. Alternaria sp. Geotrichum sp.
Gachancipa Espinaca Proteus sp. Aspergillus sp.
Gachancipa Calabacin Proteus sp. Fusarium sp.
Cajica lechuga Proteus sp. Fusarium sp. Alternaria sp.
Cajica Fresas Proteus sp. Alternaria sp.
Cajica Tomate Proteus sp. Alternaria sp., Aspergillus sp.
Chia Espinaca No hubo crecimiento Fusarium sp., Aspergillus sp.
Chia Espinaca Proteus sp. Aspergillus sp.

En la tabla 3 se presentan los microorganismos aislados e identificados provenientes de
las muestras vegetales.

Tabla 3. Bacterias y hongos identificados en el material

vegetal por localizaciéon y tipo de

cultivo.
Localizacién | Cultivo Bacterias en material vegetal | Hongos en material vegetal
Villapinzén lechuga No hubo crecimiento Alternaria sp.
Villapinzén tomate No hubo crecimiento Alternaria sp.
Choconta Fresas Cedevecea sp. No hubo crecimiento
Sesquilé Calabacin | No hubo crecimiento Epicoccum nigrum
Sesquilé Guisantes | No hubo crecimiento No hubo crecimiento
Sesquilé Tomate No hubo crecimiento Penicillium sp.
Tocancipa Rosas No hubo crecimiento No hubo crecimiento
Tocancipa Rosas No hubo crecimiento S.P.
Gachancipa | Lechuga No hubo crecimiento S.P. Fusarium sp
Cajica lechuga Cedevecea sp. No hubo crecimiento
Chia Espinaca | No hubo crecimiento Fusarium sp

Cuarta fase. Las pruebas de fitopatogenicidad para comprobar los postulados de Koch
se presentan en la tabla 4.

Memorias VII Congreso de la Red Latinoamericana de Ciencias Ambientales

202



ISBN: 978-9968-641-26-5

Tabla 4. Resultados de las pruebas de fitopatogenicidad por finca y material vegetal con los
sintomas que presentaron.

Finca Cultivo | Pruebas de fitopatogenicidad
Bacterias Sintomas Hongos | Sintomas
Verdelife lechuga - —— Alternaria sp | Necrosis
Santa Ana Fresas Cedevecea sp. Pudricion externa e Pudricion ademas de
interna/ Alternaria sp | presentar micelios
Enterobacter sp. Pudricion interna aéreos
La puerta de | Tomate - o Aspergillus Necrosis y pudricion
oro sp
Calabacin Calabacin Proteus Pudricién interna Alternaria sp | Pudricion externa e
interna
Frescuras del Alternaria sp | Pudricion externa e
campo Calabacin Proteus Pudricién interna interna
Epicoccum Pudricion  externa e
nigrus sp interna con micelios
La esperanza | Rosas Proteus marchitez vascularen | . .
el tallo y caida de
pétalos
Proteus clorosis, necrosis y | Alternariasp | Necrosis
Lechuga y Lechuga marchitez vascular Fusarium sp Clorosis, necrosis y
vida marchitez vascular
Vivero la | Espinaca Proteus Clorosis Aspergillus Necrosis
esperanza sp
Agrocalima Calabacin Proteus Pudricién interna Fusarium sp | pudricion, ruptura de
tejidos
Casa  Quinta | Lechuga Cedevecea Necrosis Fusarium sp | clorosis, necrosis y
Sendero  de marchitez vascular
Dios
Agros Fresas _ _ Alternaria sp | Pudricidon y presencia de
villanueva micelios
El Progreso Tomate . . Aspergillus Necrosis y pudriciéon
sp
El Cerezo Espinaca . . Fusarium sp | Clorosis y Necrosis
Aspergillus Necrosis
sp
Agricoland Espinaca . o Aspergillus Necrosis
sp
DISCUSION

Los agricultores de la sabana de Bogota deben comprender que el agua proveniente
del rio o la que procede de pozos que reciben su influencia, no tiene la calidad
requerida para garantizar la productividad de sus cosechas. Si bien, fue importante
verificar si el agua llevaba patégenos de plantas, el hecho de encontrar patégenos
humanos significa un grado bajo de inocuidad en los alimentos que se van a ofrecer
para la venta y por supuesto, es una situacion que puede influir a futuro para su
comercializacion.
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La seleccion de la localizacion de las fincas se efectudé teniendo en cuenta trabajos
preliminares del grupo CEPARIUM Pinzén (2012) y Rodriguez (2012) en donde ya se
habian colectado muestras de agua del rio Bogota en la cuenca alta y algunas aguas
de riego sin entrar a las fincas y sin hacer un estudio de los biosistemas en cada una de
ellas. En estas muestras, se tratd de establecer la presencia de microorganismos
fitopatdbgenos y gracias a los aportes de estas investigaciones previas se siguieron las
recomendaciones Yy se hizo una intervencion en fincas de los municipios ubicados en la
cuenca alta, con la participacion de los agricultores.

El mayor problema en esta primera fase fue la dificultad de acceder a las fincas y a
informacion valida y completa, pues el agricultor oculta informacién o la cambia ya sea
por miedo o simplemente porque no le interesa evidenciar las problematicas que tiene
en su cultivo. Esta situacion se reflejo en el muestreo, pues de 40 fincas que se habian
planeado muestrear, solo se pudo acceder a 21 de ellas.

En los resultados se evidenciéo que con excepcion del cultivo de guisantes, todos los
cultivos estaban sufriendo alguna enfermedad confirmada por la presencia de bacterias,
hongos y nematodos del material vegetal que presentaba sintomas. El estudio no
incluy6 virus ni fitoplasmas por la dificultad para su comprobacion por métodos
convencionales.

En la finca Verdelife, al momento de la toma de la muestra, el cultivo presentaba
manchas oscuras en la periferia y algo de necrosis en un alto porcentaje de lechugas
que finalmente llevd a una pérdida total de la produccion. El cultivo era hidropdnico, asi
que el medio contaminante fue el agua de riego y el patégeno reportado fue Alternaria.
En el trabajo de Lardizabal se reporta Alternaria como la principal plaga y la mas seria
enfermedad en cultivos de lechuga ocasionando pérdida total, como lo muestra
Lardizabal R. (2005); Blancard D,Lot H, & Maisonneuve B. (2005) también describen
Alternaria como un hongo importante parasito de las hojas de lechuga dificil de
controlar.

Las bacterias Gram negativas que se aislaron e identificaron en el agua de riego estan
reportadas como patdégenas para el hombre, investigadores del grupo CEPARIUM
(Pinzon, 2012 &Castafio 2012) ya habian reportado algunos de estos microorganismos
bacterianos y micéticos: Proteus, Epicoccum, Alternaria, Aspergillus, Fusarium. Las
bacterias encontradas no han sido reportadas como fitopatégenas, pero algunas de
ellas presentaron sintomas en el momento en que se realizaron las pruebas de
fitopatogenicidad, Enterobacter sp, Proteus sp y Cedevecea sp, razon por la cual las
investigadoras recomiendan hacer pruebas génicas y proteémicas para determinar si
estos microorganismos tienen mecanismos de interaccidn planta — patégeno que
puedan hacerlos patégenos para las plantas.

Si bien, el aire es considerado el mayor dispersor de microorganismos fitopatogenos, es
importante para el caso concreto de los agricultores de nuestra region de la sabana de
Bogota, verificar la calidad del agua de riego utilizada para evitar dispersiones por esta
via pues ella ha sido reportada por Agrios y otros fitopatélogos (Agrios 2005 & Ciampi,
2002)
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El agricultor puede pensar que los in6culos por estar en el agua no son importantes o
son muy pequefos, pero en procesos de infeccion, una sola espora puede ser
suficiente para que un hongo se instale y disemine, como lo demuestra Trigos, A.
Ramirez, K. Salinas A. (2008); en el caso de las bacterias por ser una especie
unicelular, el inéculo debe ser mas abundante para sobrevivir e instalarse en un tejido
vivo como los sefiala Gonzales |, Arias, Y & Peteira, B. (2009)

Estos géneros estan reportados en los resultados de varios trabajos de investigacion
realizados con aguas del rio Bogota, descritos como potencialmente peligrosos para la
salud humana, animal y de las plantas, pues estos producen compuestos quimicos
fisiolégicamente activos, como alcaloides y toxinas, Alternaria por ejemplo produce
manchas foliares como lo menciona Malaguti, G. Subero, J. & Gomez, N.
(1972), Aspergillus es causante de afecciones al higado y pulmén como lo refiere
Cardenas, Fusarium como lo menciona Garcés (2001).

Con relacion a la presencia de nematodos, la cantidad encontrada fue muy baja, solo
11 de las 21 fincas presentaron morfologia caracteristica de estos organismos con la
presencia de nematodos fitopatdgenos en estadio larval. La baja carga presentada
puede no ser significativa para la dispersion de la enfermedad a través del agua de
riego. Sera necesario hacer estudios posteriores para verificar este supuesto,
posiblemente aumentando el volumen de muestra de agua, para que sea mas
representativo el recuento de nematodos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
nematodo Meloidogyne fue encontrado como el mas frecuente en la mayoria de los
cultivos analizados y ocasiona graves dafios economicos en los cultivos pues es
formador de nédulos en raices como lo cita Bent, E. Loffredo, A. Mckenry, MV. Becker
JO & Borneman J. (2008).

Con relacibn a las pruebas de patogenicidad se verificd que algunos de los
microorganismos aislados en este estudio eran patdogenos para los cultivos en algunas
de las fincas.

Los resultados obtenidos en las fincas fueron presentados a cada uno de los duefios a
través de un informe técnico. En esta finca se encontré un elevado porcentaje de
patdogenos y gracias al sistema propuesto por el investigador, se logro disminuir el
recuento microbiano en el agua.

Es necesario elaborar programas de sensibilizacion para los agricultores sobre
educacion ambiental para que inicien un proceso de cambio de habitos, adopten el
agua como el recurso indispensable para su sostenibilidad para minimizar pérdidas
economicas y dar un uso mas eficiente y responsable del agua.
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CONCLUSIONES

1. El estudio permiti6 comprobar que el agua de riego es un dispersor de
microorganismos fitopatdgenos que puede infectar algunos de los cultivos en fincas de
la Sabana de Bogota ubicadas en la Cuenca Alta del rio Bogota.

2. Existe una relacidbn entre algunos microorganismos fitopatdogenos y las
enfermedades que se presentan en algunos cultivos de hortalizas, frutales y
ornamentales de las fincas ubicadas en la Cuenca alta del rio Bogota como se aclaran
en los resultados de esta investigacion.

3. El agua de riego de todas las fincas en estudio demostré tener una carga microbiana
elevada, la cual puede representar un alto riesgo para la salud de animales y plantas ya
que se correlacionan los sintomas de la enfermedad con la presencia de tales
microorganismos y ademas puede ser bioindicadora en relacion con la salud publica
humana.

4. Es necesario implementar medidas de sensibilizacion a los agricultores sobre la
problematica del agua de riego pues de ella dependen en buena medida la fitosanidad
de sus cultivos y por supuesto de las pérdidas o ganancias de la produccion. Las
condiciones de riego favorecen el desarrollo de ciertas enfermedades o la fitosanidad
en los cultivos, por lo cual los controles y prevencion en ellos deben ser mas intensos,
para obtener un producto de calidad.

5. Los protocolos establecidos previamente por otros trabajos de investigacion del
grupo CEPARIUM permitieron mejorar la captura de microorganismos en agua y calidad
de muestreos, demostrada en la carga microbiana obtenida en este estudio.
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