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RESUMEN

El crecimiento socioecondmico genera a su vez un crecimiento en el consumo, y como consecuencia de ello
un aumento de los residuos generados, acumuldndose la mayoria de estos en vertederos municipales,
afectando al medio ambiente y a la salud humana. Parte de los residuos que se eliminan en vertedero son
biorresiduos, es decir, materiales organicos con el potencial de ser reutilizados, fomentando asi un modelo de
economia circular. El objetivo del estudio realizado es comprobar la idoneidad de ciertos materiales organicos
provenientes en su mayor parte de actividades relacionadas con el campo, previa caracterizacién de los
mismos, con la finalidad de ser empleados como sustratos de cultivo. Para ello se disefian unos ensayos de
fitotoxicidad y ecotoxicidad, de manera que se reunen datos de como afectan estos materiales a ciertas
semillas de interés agrondmico y de coémo pueden afectar cuando alcanzan cuerpos de agua como
consecuencia de procesos de escorrentia y lixiviacidn tras su aplicaciéon en el medio. A partir de los ensayos se
obtiene que los materiales que mejores resultados ofrecen en cuanto a ecotoxicidad e indice de germinacion
(IG, indicador bioldgico ampliamente utilizado en ensayos con semillas), son el pino, el compost de lodo de
depuradora y el compost comercial, siendo los recomendados para su empleo como sustratos de cultivo.

Destaca el olivo por su elevada toxicidad tanto para los estudios de germinacién como para el medio acuatico.

Palabras clave: materiales organicos, indice de germinacion (IG), fitotoxicidad, ecotoxicidad, Daphnia

magna.

ABSTRACT

Socioeconomic development gerenates a growth in consumption and, as a consequence, an increase in
waste generated, most of which accumulates in municipal landfills, affecting the environment and human
health. Part of the waste disposed in landfills is bio-waste, i.e. organic materials potencially reusable, thus
promoting a circular economy model. The objective of the research carried out is to check the suitability of
certain organic materials coming mostly from activities related to the field, after characterizing them, in order
to be used as growing media for crops. For this purpose, phytotoxicity and ecotoxicity assays are designed to
gather data on how these materials could affect certain seeds of agronomic interest and how they can affect
them when they reach water bodies as a consequence of runoff and leaching processes after their application
in the environment. From the tests it was found that the materials with the best results in terms of ecotoxicity
and germination index (Gl, a biological indicator widely used in assays with seeds) are pine, sewage sludge
compost and commercial compost, which are widely recommended as cultivation substrates. Olive stands out

for its high toxicity both for germination studies and for the aquatic environment.

Key words: organic materials, germination index (Gl), phytotoxicity, ecotoxicity, Daphnia magna.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El crecimiento exponencial, e incluso vertiginoso cabria decir, tanto a nivel demografico como econémico
que actualmente sucede a nivel global, suscita en el modelo econémico lineal la generacién desbocada de
productos de consumo, cuyo final del recorrido suele ser la eliminacion en vertedero y, por tanto, la conversion
de lo que una vez fue de utilidad en un objeto indutil, considerado como residuo. La gran cantidad de
actividades humanas genera, a su vez, una gran cantidad de objetos sin valor, o residuos de diversa indole, lo
que conlleva la acumulacion incontrolada en vertedero y con ello, la posibilidad de afeccién al medio ambiente

y a la salud humana.

Ya en el afio 1989, hablar de residuos significaba referirse a 11 tipos genéricos y a mds de 45 subtipos
(Valero Yafez, 1989), mientras que ahora, segin la Orden MAM/304/2002 de 8 de febrero, por la que se
publican las operaciones de valorizacion y eliminacidn de residuos y la lista europea de residuos, estos se
dividen en un total de 20 categorias, llamados capitulos, cada uno de los cuales se subdivide, a su vez, en una

serie de mas de 100 subcapitulos, clasificAndose un residuo mediante un cédigo de 6 cifras.

En la actualidad, a nivel mundial, la generacion total de residuos sélidos municipales en el transcurso de 1
afio se estima aproximadamente en 17 mil millones de toneladas, lo cual supone el 16% de los gases de efecto
invernadero, emisiones atribuidas al calentamiento global (Awasthi et al., 2022). En Espafia, segun el Instituto
Nacional de Estadistica (INE, 2021), las empresas gestoras recogieron 22,8 millones de toneladas de residuos
urbanos en el afio 2019, un 0,3% mas que en 2018, destacando la recogida de 483,7 kilogramos de residuos

urbanos por habitante. La recogida selectiva aumentd un 13,5%, hasta alcanzar los 5 millones de toneladas.

Con el objetivo de acercarnos cada vez mas hacia un futuro sostenible, uno de los puntos a tener en cuenta
es la recogida por tipos de residuos, es decir, la recogida selectiva, como se mencionaba con anterioridad. Este
sistema de recogida incrementa el reciclaje y la reutilizacion y por consiguiente se disminuye la eliminacion en
vertedero. Otra alternativa que se puede aplicar como modelo de reutilizacién, es el empleo como recurso de
materiales generados de actividades productivas, siempre y cuando se haya realizado un estudio que
demuestre la idoneidad de estos, de manera que su ciclo de vida cambie de un modelo lineal, en el que se
produce, se consume y por ultimo se desecha, a un ciclo de vida circular. Como dijo De Burgos (1996), es

necesario asimilar el concepto de residuo al de recurso, piedra angular en la que se basa el trabajo realizado.

Por tanto, una sociedad, junto con su marco econémico, que adopta este concepto como modelo a seguir,

progresa e invierte en su futuro, renovandose y evolucionando hacia un modelo de economia circular y



participando de forma activa en el cumplimiento de ciertos objetivos de desarrollo sostenible (Organizacién de

las Naciones Unidas [ONU], 2015) (figura 1), como son:

- ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.
- ODS 12. Produccion y consumo responsables.

- ODS 13. Accidn por el clima.
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Figura 1. Objetivos de desarrollo sostenible. Fuente: Organizacion de

las Naciones Unidas, ONU (2015)

1.2. Agricultura y Materiales Organicos

La superficie agraria util de Espafia supone mas de 23 millones de hectareas, casi la mitad del territorio
espafiol, de las cuales aproximadamente 17 millones de hectéreas son de cultivo (Ministerio para la Transicidn
Ecoldgica y el Reto Demografico [MITECO], s.f. a). Por tanto, una opcidén que brinda la posibilidad de cumplir
con lo que comentaba De Burgos, evolucionando asi hacia un modelo socioecondmico mas sostenible, es
emplear los materiales orgdnicos obtenidos de la propia actividad agricola y aprovecharlos como sustratos de

cultivo, como por ejemplo, restos de poda, entre otros.

De hecho, el principio de todo sistema agricola, ya sea sostenible o no, es un suelo fértil y saludable, lo cual
puede llegar a obtenerse mediante estos materiales organicos, logrando asi un doble propdsito: la fertilidad del
suelo y la reutilizacién de materiales. Esta doble finalidad, que puede suponer la mejora del recurso
edafoldgico, es capaz de hacer frente al reto de mejorar la seguridad alimentaria a nivel global (Roman et al.,
2013), uno de los objetivos prioritarios de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura (FAO, 2013).

Segun un informe incentivado por dicha organizacidn y realizado por un grupo de alto nivel de expertos en
seguridad alimentaria y nutricidon, “un sistema alimentario sostenible es aquel que garantiza la seguridad

alimentaria y la nutricion de todas las personas, de tal forma que no se pongan en riesgo las bases econdmicas,



sociales y ambientales de éstas para las futuras generaciones” (HLPE, 2014). Esto significa que siempre

es rentable, beneficioso para la sociedad y tiene un impacto positivo o neutro en el medio ambiente.

Con la finalidad de alcanzar este sistema, la FAO propone la agricultura climaticamente inteligente, un
modelo de agricultura que vela por cumplir con dichos objetivos de sostenibilidad que, mediante practicas
respetuosas con el medio, incrementa la productividad y la resiliencia y a su vez intensifica la disminucion de
emisiones de gases de efecto invernadero mediante el reciclaje de materiales organicos (Roman et al., 2013),

fomentando, por tanto, un modelo de economia circular.

Asi pues, estos materiales, que podrian haber sido residuos, ahora se convierten en recursos y suponen una
valiosa fuente de materia organica, nitrégeno, fésforo y otros macronutrientes y micronutrientes (Zubillaga et
al., 2008), elementos esenciales que desempefan un papel decisivo en la nutricion de las plantas y pueden
afectar al rendimiento de los cultivos cuando no estan presentes en los niveles de concentracién adecuados.
Por tanto, la determinacién de los elementos solubles es necesaria, ya que una vez incorporados al suelo van a

ser asimilados por las plantas (Trevizan et al., 2008).

De esta forma, los ahora denominados recursos, debido a sus caracteristicas y su potencial de ser
empleados como sustratos de cultivo, suponen un destino eficiente cuando se aplican al suelo, puesto que
pueden proveer de bastantes beneficios, tales como el incremento de la materia organica en el mismo, la
disminucién del depdsito en vertederos municipales y con ello, la reducciéon de metano producido en estos.
Ademas, esta reutilizacién de materiales permite a su vez la sustitucién de turba como sustrato, la absorcién de
carbono, el control de la temperatura eddfica y el incremento de la porosidad del suelo, siendo esto

significativo para reducir el riesgo de erosidn y la desertificacion (Roman et al., 2013) (figura 2).

Figura 2. Procesos de erosidon y degradacion en la antigua huerta de

Alicante, Monte Orgegia (2019). Fuente: elaboracién propia.



Los materiales estudiados en este trabajo, que tienen la capacidad de poder ser empleados como sustratos
de cultivo, son 7: pino, paja de cereal, sarmiento, olivo, palmera, compost de lodo proveniente de una estacion

depuradora de aguas residuales urbanas (EDAR) y compost comercial.

Segun el anuario del afio 2019 de estadistica forestal (MITECO, 2021), Espafia cuenta con 27.965.808
hectareas de superficie forestal, lo que equivale al 55,3% del total del territorio. De todas estas hectdreas, el
36,3% corresponde a superficie forestal arbolada, representando el pino, independientemente de su especie,
un 50% de esta superficie. Segln Zapata et al. (2005), la corteza compostada de esta conifera es uno de los
materiales mds ampliamente utilizados como sustrato organico de aplicacion al suelo y los cultivos. Sin
embargo, este material por si solo no reline todas las condiciones necesarias para el crecimiento vegetal, por lo
que es indispensable usarlo en mezcla con otros componentes, entre los cuales Zapata et al. (2005) sugieren
compost de residuos urbanos, compost de lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) y otros

materiales de amplia disponibilidad.

Por otra parte, cuando todavia se trabajaba con animales de tiro, la paja de cereal resultaba un
subproducto util de los cereales. En la actualidad, con la mecanizacion y el incremento de la productividad, este
material se convierte en un estorbo del que hay que deshacerse para poder sembrar, y una gran parte del
gremio de agricultores opta por la quema controlada, ya que afirman que esta practica provee de una serie de
beneficios, pues contribuye al control de enfermedades y a eliminar semillas de malas hierbas. Sin embargo, las
guemas sucesivas en un terreno propician con el tiempo la disminucion de la materia orgdnica del suelo,
disminuyendo la fertilidad del mismo. Una alternativa para evitar que el suelo se vuelva improductivo es
enterrar la paja, facilitando su descomposicién y el reciclado de nutrientes, lo que contribuye a mantener el
contenido de materia organica (Fombellida, 2010). Aun asi, el hecho de que se mantengan los niveles de
materia organica en los terrenos de cultivo no indica que se trate de un material beneficioso para la

germinacion de las semillas, por lo que su analisis fitotdxico es necesario.

Por otro lado, los sarmientos de poda suponen uno de los mayores retos para las regiones productoras de
vino en Espafia, dedicandose 966.442 hectareas al cultivo de la vid (Organizacion internacional de la Vifia y el

Ill

Vino [OIV], 2019). Los sarmientos de poda constituyen el “residuo” mas abundante de la vifia y, debido a que
su valor econdmico actual es bajo, normalmente se abandonan en la zona o se queman. Esta prdctica implica la
aparicion de una fuente de contaminacion ecoldgica y medioambiental, junto con una pérdida del valor
intrinseco del sarmiento, que en caso de ser reutilizado, puede suponer una mejora en la calidad del vino y
podria devolver a la vid los compuestos que sintetizé en su momento y que fueron usurpados al realizar la

cosecha y las consecuentes podas (Sanchez, 2017).

Otro material de merecido estudio es el olivo, debido a que su cultivo para la produccion de aceite de oliva
tiene una gran influencia a nivel nacional, realizandose esta actividad en varias regiones de Espafia, siendo

Andalucia la comunidad auténoma con una mayor produccidn, contando con una superficie de 1,67 millones



de hectareas dedicadas al olivo (MITECO, s.f. b). Segun el Consejo Oleicola Internacional (COI, 2021), los
principales paises productores de aceite de oliva se encuentran en la Unidn Europea (68,1%) representando
Espafia el 46,1%. Esta macroproduccidn genera una serie de desechos, entre los que destacan los restos de
poda de los olivos y los alpechines, formados por las aguas residuales de las almazaras, con un elevado

potencial contaminante. Garcia (1999) contempla el problema de los alpechines con mayor detalle.

Para finalizar con los materiales de estudio no compostados, tenemos la palmera, destacando su cultivo en
la localidad de Elche, sobre todo por su gran reconocido palmeral, declarado patrimonio de la humanidad en el
afio 2000 por la UNESCO, y que supone un paisaje creado artificialmente para transformar una tierra arida,
regada por aguas salobres, en un terreno idéneo para una agricultura de tipo intensivo. Los huertos de
palmeras resisten adecuadamente las aguas salobres del Vinalopd e histéricamente se empleaban todos los
materiales que estas plantas pudieran proporcionar. Los datiles para alimentar a la poblacién y a los animales,
las palmas para la fabricacién de capazos, esteras, escobas, y también como elemento de cubricidn (techos de
los porches) y el tronco se utilizaba como elemento de construccion o como mobiliario (bancos y mesas)
(Ajuntament d’Elx, s.f.). Actualmente, las ingentes cantidades de restos de poda de las palmeras, tras ser
trituradas o no, se emplean como material para producir compost o como enmienda organica para suelos de

cultivo.

Los restantes materiales de estudio que quedan por comentar se tratan de dos tipos de compost, uno es
comercial y el otro es compost de lodo, ambos, productos que se obtienen mediante el proceso de compostaje.
Segun el Real Decreto 865/2010, de 2 de julio, sobre sustratos de cultivo, se define el compostaje como el
proceso controlado de transformacién bioldgica aerdbica y termdfila de materia organica con tendencia a

biodegradarse, dando lugar a diversos tipos de productos orgdnicos segun su origen.

El compost de lodo proviene de los lodos de depuracion de las aguas residuales urbanas, consistente en una
mezcla de agua y sodlidos, cuya composicidn es variable. Los tratamientos llevados a cabo, entre los que se
encuentra el compostaje como ultima etapa, concentran la contaminacion presente en el agua, vy, por tanto, los
lodos contienen amplia diversidad de materias suspendidas o disueltas. Algunas de ellas con valor agronémico
(materia organica, nitrogeno, fésforo y potasio y en menor cantidad calcio, magnesio y otros micronutrientes
esenciales para las plantas), pero también elementos contaminantes como son metales pesados (MITECO, s.f.
c). Los lodos, una vez obtenido el compost, pueden ser aplicados a los suelos agricolas conforme a lo que
establece el Real Decreto 1310/1990, de 29 de octubre, por el que se regula la utilizaciéon de los lodos de

depuracién en el sector agrario.

En lo referente al compost comercial, varia segun el proceso industrial de fabricacién que adquiere cada

casa comercial. En su mayoria estdn compuestos por turba y restos vegetales.



Independientemente de su origen, todos los compost deben someterse a una evaluacidon de calidad,

estabilidad y madurez, antes de su aplicacidn al suelo (Yuan et al., 2018).

La estabilidad representa el grado en que un sustrato se descompone como consecuencia de la actividad
microbiana, mientras que la madurez es un parametro agrondmico, asociado al efecto del compost en el
crecimiento de las plantas (Komilis, 2015). El compost inestable y/o inmaduro puede tener efectos no
beneficiosos sobre la germinacion de las semillas, el crecimiento de las plantas y el entorno del suelo debido a
la disminucién del suministro de oxigeno y/o nitrégeno disponible o a la presencia de compuestos fitotoxicos
(Bernal et al., 2009). Estos compuestos generan una serie de efectos nocivos, los cuales pueden manifestarse
de varias maneras, entre las que destacan los contenidos de amonio, que en condiciones de calor y humedad

se transforma a amoniaco, resultando toxico para las plantas (Varnero et al., 2007).

Otro problema generador de fitotoxicidad, independientemente de que se trate de un material compostado
0 no, es el bloqueo bioldgico de nitréogeno, conocido también con el nombre de “hambre de nitrégeno”. Esto
sucede en el caso de que la materia no haya alcanzado una relacion Carbono : Nitrogeno (C:N) adecuada, es
decir, contiene una mayor cantidad de carbono que sobrepasa el equilibrio 24:1. Como consecuencia, tras su
aplicacién en el suelo, los microorganismos se encargan de comenzar el proceso de descomposicion, en cuyo
caso consumen parte del carbono presente del material, y seguidamente incrementan el consumo de
nitrogeno presente en el suelo para poder consumir el carbono restante, lo que agota las reservas de nitrégeno

en el suelo (Roman et al., 2013).

No conforme con estos inconvenientes que dificultan la germinacidn y posterior desarrollo de las plantas, la
aplicacién de un compost inmaduro, aun en fase de descomposicién, provoca que la microbiota edafica emplee
el oxigeno presente en el suelo para continuar con el proceso, agotandolo y en cierta manera secuestrandolo,
de tal forma que no lo tengan las plantas a su disposicion, es decir, reduciendo la disponibilidad de oxigeno

radicular (Roman et al., 2013).

Por ello, y como se comentaba con anterioridad, se debe aguardar hasta que el compost alcance la
madurez, lo cual se estima en torno a los 6 meses (Roman et al,, 2013). Pueden utilizarse métodos fisicos,
quimicos y biolégicos para caracterizar el cambio en la madurez del compost (Komilis, 2015; Chen et al., 2018;

Xue et al., 2019).

1.3. Fitotoxicidad

Un método bioldgico efectivo para establecer si el compost ha alcanzado la madurez y es seguro para
emplearlo con fines agricolas, en invernadero o vivero, es evaluar la posible fitotoxicidad que pueda presentar.

Este método de evaluacion no se realiza necesariamente solo para materiales compostados. Todo material



organico es susceptible de desarrollar propiedades no beneficiosas que pueden afectar al medio en el que se

aplique, por lo que este método de evaluacidn es necesario.

Asi pues, se procede a realizar los convenientes ensayos de fitotoxicidad para cada material que desee
emplearse como sustrato de cultivo. Estos experimentos parten de la base de que cada material de estudio,
con sus caracteristicas propias, ya sea su concentracién de elementos solubles, su pH o su conductividad
eléctrica (CE), afecta de manera diferente a la germinacién de una serie de semillas, pudiendo inhibirla o, por el
contrario, estimularla. Con este método, en el que se realiza un extracto acuoso del material organico (Tiquia &
Tam, 1988; Komilis & Tziouvaras, 2009; Tiquia, 2010; Selim et al., 2012 y Martinez et al., 2020), se calcula el
indice de germinacién (IG) de cada planta segin el material empleado, indicador bioldgico ampliamente
utilizado para la finalidad que nos atafie, el cual nos indica la presencia o ausencia de compuestos fitotdxicos
en dicho material. Diversos autores (Zucconi et al., 1981; Tiquia, 2000; Emino & Warman, 2004 y Varnero et al.,
2006) sostienen que el IG es uno de los indicadores mas completos para describir el potencial fitotéxico de un

material organico, ya que integra el porcentaje de germinacion relativo y el crecimiento relativo de raices.

Este indicador fue propuesto por primera vez por Zucconi et al. (1981) e incluye el efecto de las sustancias
fitotdxicas tanto en la tasa de germinacion como en la elongacion de la radicula de las plantulas. Zucconi et al.
(1981) establecen un criterio de interpretacién en el cual, valores de IG > 80% indican que no hay sustancias
fitotdxicas o estan en muy baja concentracién, mientras que, por el contrario, si el IG < 50% indica que hay una
fuerte presencia de sustancias fitotoxicas. Por otra parte, si los valores de IG se situan entre el 50% y el 80%, se

interpreta como la presencia moderada de estas sustancias (tabla 1).

Tabla 1. IG y contenido en sustancias fitotoxicas

IG (%) Contenido sustancias fitotdxicas
<50 Alto

50 - 80 Moderado
>80 Minimo

Cabe destacar que cada especie de semilla responde de modo diferente a cada extracto de material, es
decir, su sensibilidad varia notablemente segun la toxicidad bioldgica del material organico utilizado, pudiendo
dar lugar a dos supuestos, uno en el que germine y se desarrolle adecuadamente y otro en el que su
germinacion y crecimiento se vea dificultada. Por lo tanto, la seleccién adecuada de las semillas es esencial
para la evaluacién de la toxicidad del material de estudio mediante el 1G, ya que éste depende de que las
semillas germinen con rapidez, especialmente en agua destilada, de su porcentaje de germinacion (%G) y de la
longitud de la raiz en el experimento control, pardametros cruciales para la precision a la hora de determinar el

IG (Yan et al., 2021). Sin embargo, no se ha establecido un consenso sobre las especies sensibles a utilizar en
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estos bioensayos, como tampoco existe un acuerdo sobre los criterios de interpretacion de los resultados
obtenidos en dichas pruebas (Varnero et al., 2007). A pesar de esto, segun la bibliografia consultada, una de las
especies mas utilizadas para los ensayos de germinacién con extractos acuosos de materiales organicos es el
berro de jardin (Lepidium sativum) (Zucconi et al., 1981; Iglesias & Pérez, 1989; Komilis & Tziouvaras, 2009;

Tiquia, 2010; Nolan et al., 2011; Selim et al., 2012)

1.4. Ecotoxicidad

Otro propdsito que se tiene en cuenta al realizar este estudio es la posible contaminacién de aguas
dulceacuicolas provocada por la aplicacion de estos materiales en el medio. Una posible fuente de
contaminacién es la aplicacion de esos materiales en grandes extensiones agricolas, pudiendo lixiviar los
elementos solubles hasta alcanzar aguas subterraneas. Ademas, los procesos de escorrentia, ocasionados como
consecuencia de eventos meteoroldgicos extremos, como por ejemplo, lluvias torrenciales, pueden facilitar
que los materiales aplicados a terrenos de cultivo alcancen cuerpos de agua cercanos, lo que supone otra

posible fuente de contaminacién.

Por este motivo, se propone realizar estudios de ecotoxicidad, que emplean sistemas bioldgicos para la
determinacién preliminar de la toxicidad de extractos de caracter natural, los cuales ofrecen varias ventajas al
reducir el costo, tiempo y espacio requerido para la experimentacion, a la vez que permite realizar una
correlacion entre las pruebas toxicoldgicas en invertebrados y mamiferos (Martinez et al., 2010). Los ensayos
realizados en este trabajo se llevan a cabo mediante el empleo de Daphnia magna, organismos de alta

sensibilidad mediante los cuales puede describirse la toxicidad de un compuesto (figura 3).

Figura 3. Hembra de Daphnia magna con huevos en su interior.

Fuente: Marek Mis (2019)
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Las Daphnias son crustdceos planctdnicos que pertenecen a los fildpodos, que se caracterizan por tener
patas aplanadas en forma de hoja que sirven para producir una corriente de agua para el aparato filtrador.
Dentro de los filépodos, las Daphnias pertenecen a los claddceros, cuyos cuerpos estan encerrados por un
caparazon no calcificado. Se denominan comiunmente “pulgas de agua” debido a su cierta similitud tanto en
forma como en movimiento, presentando un cuerpo ovalado, achatado por los costados y sin segmentacion
externa. Son exclusivos de aguas dulces, habitando lagos, lagunas, charcas permanentes o de caracter temporal

(Ebert, 2005).

Como consecuencia de la facilidad de su cultivo en laboratorio, su reproduccion partenogénica, que permite
trabajar con poblaciones genéticamente uniformes, y su ciclo de vida corto (3-5 semanas) que da lugar a un
numero elevado de crias en poco tiempo (Nuifez & Hurtado, 2005), hace que estos microcrustaceos, en
concreto, sus neonatos, con un periodo de vida inferior a las 24h, se empleen con frecuencia en estudios de
toxicidad de aguas dulces, lo cual se debe a su mayor vulnerabilidad a compuestos de caracter téxico (UNE-EN

ISO 6341:2012).

12



2. OBIJETIVOS

Ante la problematica planteada y la necesidad de buscar alternativas a esos materiales orgdnicos generados
irremediablemente, e intentando incentivar, dentro del marco de la economia circular, el uso como recurso de

estos materiales, se plantea como objetivo general de este trabajo:

“Conocer los posibles efectos, adversos o no, del empleo de distintos materiales de caracter organico sobre
las plantas, sobre su germinacion y desarrollo, cuando estos son aplicados como sustratos de cultivo,
mejoradores del suelo o restauracidn y rehabilitacién de estos, entre otras aplicaciones, incluyendo también el
estudio sobre su potencial de contaminacidon de medios acuaticos, en caso de que estos materiales o sus

elementos solubles alcancen cuerpos de agua como consecuencia de procesos de escorrentia y lixiviacion”.

Para alcanzar este objetivo se requieren de otros mas especificos:

- Determinar el porcentaje de germinacion de una seleccidn inicial de semillas de cultivo.

- Determinar las propiedades fisico-quimicas de diversos materiales orgdnicos abundantes en la zona
del sureste espafiol, resultantes en su mayoria de diversas actividades procedentes del campo vy
tratados en algunos casos como residuos.

- Determinar la fitotoxicidad de los materiales objeto de estudio. Para ello serd necesario conocer
como afecta sobre la germinacidon de una seleccion de semillas la aplicacién de los materiales y
residuos caracterizados previamente. Asi se podra determinar el indice de germinacién de las
semillas seleccionadas segun el material empleado.

- Determinar la ecotoxicidad de los materiales mediante ensayos de toxicidad con Daphnia magna.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Busqueda bibliografica

Con la finalidad de cumplir con los objetivos planteados previamente, se realiza una busqueda bibliografica
para conocer la situacidn actual. Mediante esta investigacién de informacion cientifica se pretende también
obtener una referencia sobre los métodos empleados para realizar los correspondientes ensayos de
germinacion y de ecotoxicidad, siendo las principales bases de datos exploradas Scopus y ScienceDirect. En
dichas bases de datos se buscé la informacion atendiendo a palabras clave como son germinacion, toxicidad,
fitotoxicidad, Daphnia magna, ecotoxicidad, materiales organicos, extracto, compost e indice de germinacion

(1G).

Asimismo, intentando establecer una uniformidad en cuanto a los métodos de ensayo utilizados por la

comunidad cientifica, se procede a buscar las normas UNE en la base de datos de la UMH.

3.2. Materiales Organicos

Siguiendo con los objetivos del trabajo, se seleccionan 7 materiales de caracter orgdnico para realizar los

ensayos de fitotoxicidad y ecotoxicidad:

- Pino, restos de pinocha procedentes de pinares del término municipal de Sax.

- Paja de cereal (trigo), restos de poda.

- Sarmiento, restos de poda procedentes de cultivos vitivinicolas del término municipal de Sax.

- Olivo, restos de poda de ramas y hojas del término municipal de Sax.

- Palmera, restos de poda de hojas de los jardines de palmeras de Elche.

- Compost de lodo, procedente de la EDAR de Aspe.

- Compost comercial, procedente de suministrador compuesto por: turba, perlita, cal, fertilizante NPK,

fosfato de silicio y micronutrientes.

La eleccion de estos materiales se debe a que se han realizado estudios y diversos trabajos con ellos, por lo

gue se encuentran disponibles en el departamento.

3.2.1. Caracterizacion de los materiales de estudio

Con el propdsito de conocer los parametros que pueden afectar a la germinacién de las semillas

seleccionadas y a la concentracidn efectiva media (CEso) en los estudios de toxicidad con Daphnia magna, se
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realiza su caracterizacion, obteniendo asi los valores de pH, conductividad eléctrica (CE) y elementos solubles

(macro y micronutrientes) seguin las normas UNE referentes a suelos y sustratos de cultivo.

1) pH: El pH se determina en un extracto con agua destilada, en relacion 1:5 (V/V) segun la norma UNE-

EN I1SO 13037:2012. Las medidas se realizan con un pH-metro CRISON GLP 21.

2) Conductividad eléctrica (CE): La CE se determina en un extracto acuoso, en relacién 1:5 (V/V) segin la

norma UNE-EN ISO 13038:2012. Las medidas se realizan con un conductimetro CRISON GLP 31.

3) Macronutrientes (Na, K, Ca, Mg) y Micronutrientes (Mn, Cu, Fe, Zn) solubles: se miden mediante
espectrofotometria de absorcidén-emisién atomica (Thermo SCIENTIFIC ICE 3000 Series [figura 4]) en

extracto acuoso 1:5 (V/V) segln la norma UNE-EN ISO 13652:2001.

Figura 4. Espectrofotdmetro de absorcién-emision

atémica. Fuente: elaboracion propia.

3.3. Seleccion de semillas

Una vez seleccionados los materiales organicos que se desea estudiar para conocer su conveniencia de
aplicacién como sustratos de cultivo, deben seleccionarse las semillas que mejor respondan para realizar los
ensayos de fitotoxicidad. De esta manera, las semillas se seleccionan por su elevado porcentaje de germinacién
(%G). Para obtener las especies mas viables se ensaya con 17 tipos diferentes de semillas, siendo éstas las que

se encontraban facilmente disponibles en viveros cercanos en la localidad de Alicante:
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- berro de jardin (Lepidium sativum) - meldn, pifionet piel de sapo (Cucumis melo)

- berenjena, black beauty (Solanum melongena) - pepino marketer (Cucumis sativus)

- berenjena, listada de Gandia (Solanum melongena) -  pimiento de padrén (Capsicum annuum)

- calabaza butternut (Cucurbita moschata) - pimiento dulce de Espafa (Capsicum annuum)
- calabaza rotefia (Cucurbita maxima duchesne) - pimiento infante (Capsicum annuum)

- calabacin verde hibrido F1 (Cucurbita pepo) - pimiento yolo wonder (Capsicum annuum)

- calabacin verte noire maraichere (Cucurbita pepo) - sandia sugar baby (Citrullus lanatus)

- maiz dulce (Zea mays L. var. rugosa) - tomate San Pedro (Solanum betaceum)

- meldn, piel de sapo (Cucumis melo)

El %G se determina mediante la disposicién de 10 semillas de cada especie en placas Petri de 90 mm de
didametro con papel de filtro en su base. Para cada especie se emplean 4 placas Petri, lo que hace un total de 40

semillas por especie.

Para proceder con el experimento, se adicionan 10 mL de agua destilada a cada placa y se disponen en un
incubador PSELECTA en oscuridad, en condiciones controladas de temperatura (25+22C) y humedad durante 7
dias. Se toman datos de %G, de elongacién radicular y del tallo en el cuarto y séptimo dia. Al cuarto dia, a la vez
que se anotan los datos observados, se incluyen también las anomalias percibidas, como puede ser el
desarrollo de hongos o la falta de agua en alguna de las placas, entre otras, en cuyo caso se procede a adicionar

5 mL mas de agua destilada, evitando asi el marchitamiento de los brotes.

Se sigue este método de germinacidon control para proceder de manera similar a la bibliografia consultada
sobre ensayos de fitotoxicidad, en el cual se adicionan 10 mL de extracto del compost (Tiquia & Tam, 1988;

Komilis & Tziouvaras, 2009; Tiquia, 2010; Selim et al., 2012 y Martinez et al., 2020).

A raiz de los resultados obtenidos, se seleccionan las siguientes semillas, todas dicotiledéneas: pepino
marketer (Cucumis sativus), tomate San Pedro (Solanum betaceum), berro de jardin (Lepidium sativum),

pimiento dulce de Espafia (Capsicum annuum) y sandia sugar baby (Citrullus lanatus).

3.4. Ensayo de fitotoxicidad

Tras realizar la selecciéon de las semillas de ensayo y teniendo la caracterizacién de los materiales de
estudio, se procede a obtener el extracto acuoso de cada material para poder realizar los estudios de
germinacion. De esta manera, siguiendo las directrices de varios autores (Tiquia & Tam, 1988; Komilis &
Tziouvaras, 2009; Tiquia, 2010; Selim et al., 2012 y Martinez et al., 2020) e incorporando alguna adaptacidn, se

preparan los extractos en relacién 1:10 (P/V), agitando en volteador durante 1h y posteriormente filtrando a
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vacio (figura 5), obteniendo para cada material organico un volumen de extracto acuoso suficiente para realizar

los ensayos de fitotoxicidad y ecotoxicidad.

Figura 5. Filtracion a vacio. Fuente: elaboracidn propia.

Una vez obtenido el extracto se procede a realizar los ensayos de germinacion. Para cada especie se
emplean 6 placas Petri con 10 semillas en cada una, 5 de las placas para germinacion con el extracto y la
restante para un blanco con agua destilada, de manera que todas las semillas crezcan en las mismas
condiciones. Tanto en el caso del extracto como el del blanco se adiciona un volumen de 10 mLy se introducen
las placas en un incubador PSELECTA en oscuridad, en condiciones controladas de temperatura (25+2°C) y
humedad durante 7 dias (figura 6). Se mide %G, elongacidn radicular y del tallo al cuarto dia, anotando también
las posibles anomalias que pudieran surgir y observandose que en ninguna placa falta extracto acuoso del
material o de agua destilada (blanco), y en caso de ser asi, se adicionan 5 mL mas de la correspondiente

solucién.

Al séptimo dia se vuelve a medir %G, elongacién radicular y del tallo (figura 7) y se vuelcan los datos a un
Excel, de tal manera que mediante el promedio de la elongacién de las plantulas de una determinada placa
Petri entre el cuarto y el séptimo dia, puede observarse el crecimiento de la especie en cuestidn. A partir de los
datos obtenidos se calcula el indice de germinacion (IG) mediante la metodologia descrita por Zucconi et al.

(1981):

o PGR X CRR
- 100

Donde PGR es el porcentaje de germinacion relativa y se calcula a partir del nimero de semillas que

germinan en los extractos y en el blanco, segun la ecuacion:
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N2 de semillas germinadas en el extracto
PGR = - - x 100
N2 de semillas germinadas en el blanco

Mientras que CRR es el crecimiento de la raiz relativo que se obtiene a partir de la longitud que alcanzan las

raices de las semillas germinadas con los extractos y con el blanco, mediante:

Elongacion de radiculas en el extracto

CRR = 100

Elongacién de radiculas en el blanco

En algun caso, durante los ensayos, se hacen complicadas las medidas, puesto que en el proceso de
germinacion se desarrollan hongos que las dificultan, habiendo de trabajar en condiciones adecuadas para

evitar la dispersion de sus esporas (figura 8).

Figura 6. Elongacion del pepino con extracto de compost
comercial en incubador. Fuente: elaboracidn propia.

Figura 7. Elongacion del pepino con extracto de
compost comercial. Fuente: elaboracién propia.

Figura 8. Supresion de la elongacion del pepino con
extracto de olivo y desarrollo de hongo. Fuente:
elaboracién propia.
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3.5. Ensayo de ecotoxicidad aguda con Daphnia magna

Por otro lado, una vez obtenido el extracto acuoso del material, se procede a realizar mediante Daphnia
magna los correspondientes ensayos de toxicidad. Los neonatos empleados para dichos ensayos proceden de
un cultivo madre de Daphnia magna alimentado con Chlorella, formado Unicamente por hembras (diploides),
en un ambiente libre de vapores y sustancias téxicas, a 20+22C, tal y como viene descrito en la norma UNE-EN

ISO 6341:2012.

La finalidad de este ensayo es determinar la concentracion inicial que a las 24h inmoviliza al 50% de las
Daphnias expuestas al agente contaminante, en nuestro caso, al extracto acuoso empleado para los ensayos de
fitotoxicidad y que se encuentra en dilucidon con agua mineral apta para estos organismos. De este ensayo se
obtiene la concentracidn inhibitoria inicial efectiva, designada como CEso-24h (Orden Ministerial, 1989; APHA,

AWA & WEF, 2012; UNE-EN ISO 6341:2012).

De esta manera, se analizan los extractos de los siete materiales empleados en los ensayos de fitotoxicidad.
Para ello se realizan sucesivas diluciones, siendo la muestra mas concentrada un 33,3% (V/V), y variando la mas
diluida en funcién del origen del extracto y de su toxicidad, para asi obtener un porcentaje de mortalidad
comprendido entre el 0% y el 100%. El agua mineral empleada para las correspondientes diluciones debe
disponer de una dureza aproximada de 250 mg/L, tal y como indica la norma UNE-EN ISO 6341:2012. Cada
dilucion del extracto de ensayo se realiza por triplicado, suponiendo un total de 15 neonatos por dilucién
(figura 9). A las 24h se comprueba cuantos organismos quedan inmovilizados y a partir de esta observacion se

calcula el porcentaje de mortalidad.

La estimacion de la CEso-24h se realiza a partir de la representacién gréafica (escala Gaussiana) del

porcentaje de mortalidad frente al porcentaje de concentracion del extracto en volumen.

Figura 9. Ensayos de ecotoxicidad con extracto de pino. Fuente: elaboracién propia.
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3.6. Analisis estadistico

La investigacién acerca de la posible existencia de diferencias en los valores obtenidos que tengan
significacion y sean debidas a los tratamientos y ensayos realizados, precisa de una evaluacion estadistica. En
este sentido, a lo largo de la experimentacion se les aplicd a los resultados obtenidos un andlisis de estadistica
descriptiva, calculando los valores medios (X) y la desviacidn estandar (o). Ademas, para poder determinar si
existen diferencias significativas sobre los resultados se ha procedido a realizar el andlisis de varianza (ANOVA)

de un factor y se ha aplicado el test de Tukey de comparaciones multiples entre poblaciones.

Los calculos y la estadistica entre variables se han realizado mediante los programas EXCEL (Office v. 2021) y

IBM SPSS Statistics (v. 26).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de materiales

Tras realizar la caracterizacién de los 7 materiales de estudio siguiendo las directrices establecidas por las
normas UNE referentes a suelos y sustratos de cultivo (UNE-EN ISO 13652:2001; UNE-EN ISO 13037:2012; UNE-
EN ISO 13038:2012), se obtienen los resultados que se presentan en las tablas 2, 3 y 4, datos que pueden
responder al comportamiento de las semillas frente al extracto de cada material, su germinacion y la manera

en que se desarrollan.

Asi pues, como puede observarse en la tabla 2, se presentan los valores medios (X) obtenidos del triplicado
realizado para cada macronutriente frente a su desviacion estandar (o). Se analizan los macroelementos de
cada material de estudio, adoptando como unidades: mg del catién por kg de material. Segln estos datos, la
palmera es el material con mayor contenido en Na, Ca y Mg, siendo superado por la paja en el contenido de k.
Tanto la paja como la palmera son los 2 materiales con mayor contenido en macronutrientes, siendo las

concentraciones para los 4 elementos analizados, superiores a 1000 mg/kg.

Tabla 2. Macronutrientes de cada material orgdnico de estudio

Macronutrientes (mg/kg)
Na K Ca Mg

Material X c X c X c X c
Pino 526 98 983 28 824 54 378 18
Paja 1493 41 9691 169 2680 184 1149 93
Sarmiento 418 33 3552 45 1454 30 1051 16
Olivo 290 28 4074 127 714 34 376 19
Palmera 1555 36 6559 246 3476 127 2576 63
Compost EDAR 863 14 1475 22 590 25 160
Compost Comercial 482 29 673 4 1343 49 477

Es de vital importancia que estos materiales de estudio aporten a los cultivos los elementos necesarios, ya
que la deficiencia de macronutrientes puede causar problemas severos en el crecimiento y apariencia de las
plantas. Por ejemplo, la deficiencia de K no produce sintomas visibles de inmediato, pero las plantas afectadas
muestran una mayor susceptibilidad al dafio por heladas y al ataque de hongos. El Ca, por su parte, juega un
papel decisivo en el crecimiento y desarrollo de las plantas y su déficit puede deformar las hojas jévenes. Los
sintomas de deficiencia de Mg difieren entre especies de plantas, pero un suministro inadecuado deprime el

crecimiento de brotes y raices (Mengel & Kirkby, 2001). Seglun Trevizan et al. (2008), el intervalo de
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concentraciones esperado de macronutrientes en las hojas de las plantas de cultivo en buen estado nutricional,
asumido para la mayoria de las plantas de interés agricola, varia en los siguientes rangos (base de materia

seca): 6-60 g/kg K, 2-60 g/kg Cay 1-10 g/kg Mg.

En el caso de los micronutrientes (tabla 3), también se presentan los valores medios (X) obtenidos de un
triplicado de cada elemento, frente a su desviacién estandar (o). Estos micronutrientes, como su propio
nombre indica, son esenciales en pequefias cantidades para el desarrollo 6ptimo de las plantas. De los
resultados que se obtienen para cada material, destacan la palmera y el compost de lodo (EDAR). La palmera
por ser el material con mayor contenido en manganeso (Mn), y el compost de lodo (EDAR) por su contenido en
hierro (Fe). La aplicacidon de estos materiales puede suponer una solucion para suelos de cultivo con carencias

de estos micronutrientes.

Tabla 3. Micronutrientes de cada material organico de estudio

Micronutrientes (mg/kg)
Mn Cu @ Zn
Material X c X c X c X c
Pino 2,43 0,11 1,10 0,09 3,46 0,73 1,01 0,54
Paja 8,97 0,31 2,94 0,18 6,68 0,49 4,20 0,18
Sarmiento 7,76 0,11 2,50 0,03 2,31 0,29 3,77 0,05
Olivo 3,80 0,03 2,19 0,03 3,17 0,03 2,35 0,04
Palmera 10,66 0,24 1,83 0,06 2,02 0,09 3,33 0,03
Compost EDAR 0,25 0,03 0,48 0,01 11,80 0,96 3,58 0,51
Compost Comercial 5,20 0,04 0,27 0,01 2,02 0,07 0,23 0,01

En cuanto al pH y la CE de cada material de estudio (tabla 4), los resultados obtenidos indican que los
valores medios (X) de pH oscilan entre la acidez y la neutralidad. Tanto el olivo como el compost comercial son
los materiales con el pH mas acido, lo que se traduce en una mayor movilizacién y disponibilidad de nutrientes.
El compost de lodo (EDAR) es el material con el pH mas cercano a la neutralidad y su CE es la mas alta, con un
valor medio de 3000 uS/cm. La CE hace referencia en este caso, a la capacidad de un extracto acuoso para
conducir la electricidad como una funcién de la concentracion idnica (UNE-EN 1SO 13038:2012) o concentracion
de sales, lo que significa que el extracto acuoso del compost de lodo (EDAR) es el que mayor cantidad de iones
en disolucion contiene. Se recomienda que la CE de un sustrato sea baja, en lo posible menor a 1000 uS/cm,

para facilitar asi la absorcidn de nutrientes y evitar efectos fitotdxicos (Barbaro et al., 2018).
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Tabla 4. pH y conductividad eléctrica (CE) de cada material organico de estudio

pH CE (uS/cm) (259C)
Material X c T2 (2C) X c
Pino 6,12 0,03 21,2 496 8
Paja 5,40 0,06 21,0 972 31
Sarmiento 5,78 0,06 21,2 1188 24
Olivo 4,76 0,02 21,1 1491 13
Palmera 6,08 0,04 21,0 2325 21
Compost EDAR 7,61 0,02 21,2 3000 141
Compost Comercial 4,43 0,03 21,0 1243 11

4.2. Fitotoxicidad

Cumpliendo con los objetivos descritos, tras realizar los ensayos correspondientes de fitotoxicidad segun la
bibliografia consultada (Tiquia & Tam, 1988; Komilis & Tziouvaras, 2009; Tiquia, 2010; Selim et al.,, 2012 y
Martinez et al., 2020), se obtiene para cada especie de semilla seleccionada los resultados del cuarto y séptimo
dia. Se extraen datos de %G, elongacion del tallo y la raiz e IG. Se trabaja con los valores del séptimo dia,
puesto que es mas representativo para reflejar el IG en los graficos que se generan, a partir de los cuales se
analiza la resistencia de los diferentes tipos de semillas frente a la exposicion al extracto de cada material y la

fitotoxicidad que posee cada uno de ellos.

Comenzando el andlisis por el pepino (tabla 5), y siguiendo el criterio establecido por Zucconi et al. (1981),
los materiales organicos que permiten un desarrollo similar al del blanco son el pino y el sarmiento, alcanzando
con ambos un IG superior al 80% (figura 10), valor a partir del cual se interpreta que los compuestos fitotoxicos
que puede contener el material son minimos. El material que permite también un crecimiento relativamente
normal es el compost comercial, resultado esperable, destacando ademas su capacidad para estimular la
elongacioén del tallo, superior incluso a la elongacion obtenida con el blanco (figura 11). Se observan diferencias
significativas para los valores medios de los pardametros estudiados, excepto para el porcentaje de germinacién
(%G). Esto nos indica que existen diferencias en los resultados obtenidos entre los materiales empleados, algo
normal al tener cada uno su origen. Mediante las letras que acompafian los valores, se puede establecer qué
resultados de cada columna son significativamente iguales, observandose esta igualdad entre el pino,

sarmiento, compost comercial y palmera, en lo que se refiere al IG.
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Tabla 5. Valores al 72 dia de %G, elongacion de la raiz y del tallo e IG de la semilla de pepino para cada material

de estudio
PEPINO

G7 (%) R7 (cm) T7 (cm) IG7 (%)
X c X c X c X c
Blanco 100 0 8,2 ¢ 1,4 7,6 a 0,5 100 0
Pino 88 a 4 6,9 bc 2,1 7,1 a 0,4 83 d 25
Paja 84 a 5 25 a 0,6 3,9 1,5 29 ab 7
Sarmiento 88 a 13 6,3 bc 1,9 7,4 a 1,8 88 d 35
Olivo 72 a 22 0,2 0,1 0,0 0,0 3 a 2
Palmera 90 a 10 5,3 bc 1,6 7,3 a 3,0 53 bcd 21
Compost EDAR 84 a 9 4,4 ab 1,1 7,4 a 1,2 47 bc 14
Compost Comercial 98 a 4 5,5 bc 1,1 10,6 1,3 74 cd 17

F ANOVA 2,43 ns 16,7 *** 21,4 *** 11,8 ***

F ANOVA: Estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA) de un factor para analizar la significancia estadistica de
los resultados. Valores de F con ***, ** * indican significacion a nivel de p = 0,001; 0,01 y 0,05, respectivamente; ns
indica no significativo. Valores medios de cada columna, seguidos de la misma letra indican que son significativamente
iguales con una probabilidad del 95%.
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Figura 10. IG del pepino para cada material de estudio. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 11. Elongacion del tallo del pepino para cada material de estudio. Fuente: elaboracién propia.

En el caso del tomate (tabla 6), los dos materiales que le permiten un buen desarrollo son la palmera y el
compost de lodo (EDAR), alcanzandose un IG superior al 80% (figura 12). EIl compost comercial también se
comporta adecuadamente, proporcionando un IG cercano al 60% y permitiendo que la elongacion del tallo sea
mayor que la del blanco (figura 13). Los valores medios de cada columna presentan diferencias significativas,
siendo el pino, el sarmiento, la palmera, el compost de lodo (EDAR) y el compost comercial los materiales que

presentan un IG significativamente igual segun la coincidencia de sus letras.

Tabla 6. Valores al 72 dia de %G, elongacién de la raiz y del tallo e IG de la semilla de tomate para cada material

de estudio
TOMATE

G7 (%) R7 (cm) T7 (cm) 1G7 (%)
X o X c X c X c
Blanco 100 0 3,6 0,8 4,2 d 0,9 100 0
Pino 72 a 19 24 b 0,9 28 ¢ 1,0 56 c 30
Paja 70 a 14 0,5 a 0,3 0,7 ab 0,3 14 ab 11
Sarmiento 76 a 21 1,6 b 0,5 2,1 bc 0,8 46 bc 21
Olivo 14 15 0,0 a 0,0 0,0 a 0,0 0 1
Palmera 80 a 19 21 b 0,5 2,0 bc 0,9 84 c 26
Compost EDAR 94 a 9 24 b 0,4 4,8 d 0,6 87 ¢ 21
Compost Comercial 100 a 0 23 b 0,3 6,7 1,0 58 c 9

F ANOVA 16,6 *** 23,5 *x* 39,3 *** 9,96 ***

F ANOVA: Estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA) de un factor para analizar la significancia estadistica de
los resultados. Valores de F con ***, ** * indican significacion a nivel de p = 0,001; 0,01 y 0,05, respectivamente; ns
indica no significativo. Valores medios de cada columna, seguidos de la misma letra indican que son significativamente
iguales con una probabilidad del 95%.
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Figura 12. IG del tomate para cada material de estudio. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 13. Elongacion del tallo del tomate para cada material de estudio. Fuente: elaboracion

propia.

Con el empleo del berro como semilla de prueba (tabla 7), no se logra alcanzar para ninglin material un
valor de IG superior al 80% (figura 14), lo que nos indica que esta semilla es la mas susceptible de las ensayadas
en este TFG a los efectos fitotdxicos que pueden provocar los materiales organicos de estudio. Esto explica que
sea una de las especies mas utilizadas en los ensayos de germinacién para comprobar la toxicidad de diferentes
materiales orgdnicos, sobre todo cuando se llevan a cabo procesos de compostaje y es necesario conocer cémo
evoluciona la toxicidad y el momento en el que se alcanza la madurez del compost (Zucconi et al., 1981; Iglesias

& Pérez, 1989; Komilis & Tziouvaras, 2009; Tiquia, 2010; Nolan et al., 2011; Selim et al., 2012). Segun el valor
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de F, existen diferencias significativas entre cada material para cada parametro obtenido. Destacan el pino, el
compost de lodo (EDAR) y el compost comercial por ser los que mejor resultados proporcionan en lo que se
refiere al IG, siendo los valores medios de estos 3 materiales significativamente iguales. En el caso del compost

comercial, la elongacién del tallo con este material respecto del blanco es mayor (figura 15).

El pimiento, en cambio, se caracteriza por desarrollarse de manera mds pausada, apreciable por su poca
elongaciéon obtenida en los 7 dias de incubacién, incluido el blanco (tabla 8). EI material que le permite un
crecimiento considerable respecto al blanco es el compost comercial, permitiendo una elongacién radicular y
del tallo mayores al de éste. Ademas, el IG que obtiene el pimiento con el extracto acuoso de este compost es
superior al 90%. Sin embargo, el compost de EDAR también aporta buenos resultados, alcanzandose un valor

proximo al 70% (figura 16).

Tabla 7. Valores al 72 dia de %G, elongacion de la raiz y del tallo e IG de la semilla de berro para cada material

de estudio
BERRO

G7 (%) R7 (cm) T7 (cm) IG7 (%)
X c X c X c X c
Blanco 100 0 4,5 0,8 4,9 cd 0,7 100 0
Pino 94 a 13 33 ¢ 0,7 3,5 bc 0,9 69 cd 19
Paja 32 19 0,2 a 0,1 0,2 a 0,2 1 a 1
Sarmiento 74 a 29 15 b 1,4 20 b 2,1 30 ab 30
Olivo 0 0 0,0 a 0,0 0,0 a 0,0 0 0
Palmera 70 a 21 2,0 bc 0,7 31 b 0,9 43 bc 25
Compost EDAR 96 a 9 2,3 bc 0,5 55 d 0,9 79 d 22
Compost Comercial 96 a 5 2,7 bc 0,4 6,0 d 0,5 60 bcd 7

F ANOVA 24,6 *** 29,7 *** 33,0 *** 14,4 ***

F ANOVA: Estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA) de un factor para analizar la significancia estadistica de
los resultados. Valores de F con ***, ** * indican significacion a nivel de p = 0,001; 0,01 y 0,05, respectivamente; ns
indica no significativo. Valores medios de cada columna, seguidos de la misma letra indican que son significativamente
iguales con una probabilidad del 95%.
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Figura 14. |G del berro para cada material de estudio. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 15. Elongacion del tallo del berro para cada material de estudio. Fuente: elaboracion

propia.
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Tabla 8. Valores al 72 dia de %G, elongacion de la raiz y del tallo e IG de la semilla de pimiento para cada

material de estudio

PIMIENTO
G7 (%) R7 (cm) T7 (cm) IG7 (%)
X c X c X c X c
Blanco 100 0 1,3 b 0,4 03 b 0,1 100 0
Pino 58 bc 13 0,6 a 0,4 0,2 ab 0,1 21 a 17
Paja 38 ab 18 0,2 a 0,1 0,0 a 0,1 6 a
Sarmiento 32 ac 23 0,2 a 0,1 01 a 0,0 8 a
Olivo 50 abc 12 0,1 a 0,0 0,0 a 0,0 5 a
Palmera 68 4 0,5 a 0,1 0,2 ab 0,1 20 a
Compost EDAR 92 d 8 1,3 b 0,3 03 b 0,1 68 b 17
Compost Comercial 94 d 5 1,7 b 0,5 0,7 0,3 91 b 30
F ANOVA 16,4 *** 20,7 *¥** 17,4 *** 25,7 *¥**

F ANOVA: Estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA) de un factor para analizar la significancia estadistica de
los resultados. Valores de F con ***, ** * indican significacion a nivel de p = 0,001; 0,01 y 0,05, respectivamente; ns
indica no significativo. Valores medios de cada columna, seguidos de la misma letra indican que son significativamente
iguales con una probabilidad del 95%.
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Figura 16. |G del pimiento para cada material de estudio. Fuente: elaboracion propia.

Por ultimo, los resultados obtenidos para la sandia (tabla 9) muestran que el sarmiento es el material con el
que logra un mayor IG, alcanzando un 95% (figura 17). Sin embargo, para los restantes materiales de estudio, la
sandia no evoluciona adecuadamente, obteniéndose Unicamente para el pino, un IG superior al 50% (51,5%).
Este valor de IG indica la presencia moderada de sustancias y compuestos fitotdxicos en el material (Zucconi et

al., 1981). Resulta curioso que esta semilla no responda adecuadamente con el compost comercial, debiéndose
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tal vez al poco Ky Mg que contiene este material en comparacion con el sarmiento. Para todos los valores

obtenidos existen diferencias significativas entre cada material de estudio.

Tabla 9. Valores al 72 dia de %G, elongacion de la raiz y del tallo e IG de la semilla de sandia para cada material

de estudio
SANDIA
G7 (%) R7 (cm) T7 (cm) IG7 (%)
X o X c X c X c
Blanco 100 0 36 d 1,5 3,9 1,5 100 0
Pino 84 a 18 2,2 bed | 0,5 1,6 ab 0,5 51 a 21
Paja 34 9 01 a 0,0 01 a 0,0 2 c 0
Sarmiento 92 a 8 2,4 cd 0,3 1,8 b 0,9 95 12
Olivo 0 0 0,0 a 0,0 0,0 a 0,0 0 c
Palmera 74 a 18 1,2 ab 0,3 0,5 ab 0,2 15 bc
Compost EDAR 84 a 5 1,3 abc | 0,4 1,5 ab 0,8 40 ab 14
Compost Comercial 88 a 11 1,8 bc 0,4 2,1 b 0,9 23 bc 6
F ANOVA 44,0 *** 13,8 *** 14,7 *** 34,0 *¥**

F ANOVA: Estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA) de un factor para analizar la significancia estadistica de
los resultados. Valores de F con ***, ** * indican significacion a nivel de p = 0,001; 0,01 y 0,05, respectivamente; ns
indica no significativo. Valores medios de cada columna, seguidos de la misma letra indican que son significativamente
iguales con una probabilidad del 95%.
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Figura 17. |G de la sandia para cada material de estudio. Fuente: elaboracion propia.

Como se puede apreciar en cada una de las figuras comentadas con anterioridad (figuras 10, 12, 14, 16 y

17), el 1G de las semillas obtenido para el material de olivo es el mas bajo con respecto a los otros materiales de
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estudio. Se trata, por tanto, de un material con un contenido en compuestos fitotdxicos muy elevado. Varios
estudios sugieren que los componentes fendlicos que contiene este material son los principales causantes de
su fitotoxicidad (Capasso et al., 1992; Bonari et al., 1993; Aliotta et al., 2000). En el estudio realizado por
Capasso et al. (1992), los principales polifenoles aislados de este material en las aguas residuales de las
almazaras fueron: catecol, 4-metilcatecol, tirosol e hidroxitirosol. Tras realizar unas pruebas de fitotoxicidad, el
Unico que no supuso un problema para la germinacién y desarrollo de las plantulas fue 4-metilcatecol. Incluso
tras la extraccidon de los polifenoles totales de las aguas residuales y su posterior aplicacion a las semillas,
resulté que este agua no permitia un desarrollo éptimo de las plantas de ensayo, lo que sugiere que

intervienen otros compuestos generadores de fitotoxicidad.

Otro factor, que puede afectar a la germinacion y crecimiento de las plantulas es el crecimiento de hongos
durante el ensayo con este material (figura 18), asi como la consistencia gelatinosa del extracto acuoso, que

puede dificultar la absorcidén de agua y nutrientes por parte de la semilla (figura 19).

Figura 18. Crecimiento de hongo en extracto de Figura 19. Extracto de olivo y semillas de pepino.

olivo y supresion de la germinacién en berro. Fuente: elaboracion propia.
Fuente: elaboracion propia.

Para poder comparar la viabilidad de los diferentes materiales de estudio, se toma como referencia la
semilla de berro de jardin, especie mas utilizada debido a su sensibilidad segun la bibliografia consultada. De
esta manera, se puede observar segun la tabla 7 y la figura 14 que son tres los materiales que permiten un
mejor desarrollo de esta semilla, atendiendo a su IG. El compost de lodo (EDAR) es el que mejor resultados
ofrece (79% IG), seguido del pino (69% IG) y finalmente el compost comercial (60% IG). Estos tres materiales se
encuentran en el intervalo entre el 50-80%, lo que nos indica que presentan un contenido moderado de

compuestos fitotdxicos que no inhiben el desarrollo de la planta.
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4.3. Ecotoxicidad

A la vista de los resultados obtenidos para los ensayos de fitotoxicidad, se espera que los materiales
organicos estudiados presenten cierta toxicidad para los organismos de ensayo Daphnia magna. Sin embargo,
el material que presenta la toxicidad mds acusada y considerable es el olivo, reflejdndose asi en la figura 20. En
los extractos de los demas materiales organicos, en la muestra mas concentrada (33,3%) sobreviven el 100% de
los organismos objeto de estudio, lo que indica que dichos extractos no son téxicos para la Daphnia magna. Por
tanto, al no poder ser cuantificada la toxicidad, se establece un limite correspondiente a 33300 mg/L. Estos

materiales sin apreciable toxicidad se sitlan por encima de este limite (> 33300 mg/L).

Para el material de olivo, ha sido necesario diluir hasta 5,1% (V/V) para conseguir un 0% de mortalidad, lo
que supone, haciendo los calculos correspondientes, una CEso de 7829 mg/L, concentracion a partir de la cual

un medio dulceacuicola puede sufrir un evento téxico, afectando a los organismos que habitan en él.

La toxicidad de este material proviene de ciertos polifenoles y otras sustancias que posee, como ya se ha
comentado con anterioridad. De los otros materiales puede afirmarse que segun los valores obtenidos son

inocuos para aguas dulces.

Ecotoxicidad
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Figura 20. Ecotoxicidad de cada material de estudio. Fuente: elaboracién propia.
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5. CONCLUSIONES

Segun lo comentado con anterioridad y habiendo analizado los resultados obtenidos se pueden extraer una

serie de conclusiones.

En primer lugar, se comprueba mediante los ensayos realizados, que verdaderamente las semillas de
diferentes especies muestran distintas sensibilidades a la toxicidad biolégica de los materiales orgdnicos de
estudio, siendo posible medir esta sensibilidad interespecifica mediante el indice de germinacién, un indicador

bioldgico ampliamente utilizado en ensayos de fitotoxicidad.

Como consecuencia de esta sensibilidad interespecifica a las sustancias fitotoxicas, pudiéndose deber
también a los requerimientos nutricionales de cada especie de planta, se hace necesario seleccionar un tipo de
semilla con la que comparar los diferentes materiales de estudio, siendo el berro la semilla seleccionada por su
aparente sensibilidad y por ser la mas empleada en la bibliografia consultada. De esta comparativa, se extrae
que los materiales que ofrecen un desarrollo adecuado son el pino, el compost de lodo (EDAR) y el compost
comercial, alcanzando los tres un IG superior al 50%. Por el contrario, la paja, el sarmiento, el olivo y la palmera
son los materiales que no permiten un buen desarrollo de esta semilla, viéndose reflejado mediante el IG,

siendo la paja y el olivo los materiales que practicamente inhiben su crecimiento.

Es de destacar que el extracto de compost comercial es el Unico que permite para cuatro de las cinco
semillas seleccionadas una elongacion del tallo superior a la del blanco, resultado un tanto esperable puesto

que es un producto que se comercializa con la finalidad de mejorar el rendimiento de los cultivos.

De los ensayos de ecotoxicidad se puede concluir que el Unico material que resulta perjudicial para el medio
dulceacuicola es el olivo. Por tanto, a excepcion del olivo, los otros materiales pueden aplicarse al medio sin

ningln riesgo aparente que pueda surgir como consecuencia de procesos de escorrentia y lixiviacion.

Asi pues, los materiales que podrian ser empleados como sustratos de cultivo, habiéndose realizado los

estudios de fitotoxicidad y ecotoxicidad son: pino, compost de lodo (EDAR) y compost comercial.

A partir de la investigacion realizada, se haria necesario un trabajo futuro que tratara aspectos no recogidos
en la misma, pues hay mucho de lo que estudiar en este campo sobre la reutilizacion de materiales, como por

ejemplo:

- Analizar qué parametros son los que intervienen en la sensibilidad de cada especie de semilla a las

sustancias fitotdxicas.
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Analizar la fitotoxicidad de los materiales cuando se mezclan sus extractos acuosos, si se potencia su
efecto o se reduce.

Analizar la fitotoxicidad de ciertos materiales y su empleo como herbicida natural.
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