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6 METODOLOGÍA

6.1 CULTIVO DE PLÁNTULAS DE ACELGA, FRIJOL Y PEREJIL

Las semillas de acelga y perejil se adquirieron en casas comerciales de la región  al igual

que lo hacen los agricultores, las semillas de frijol se obtuvieron del mercado de San Pedro

Cholula, Puebla.

Los cultivos de acelga, frijol y perejil se realizaron para cada tratamiento en dos bandejas

de plástico con capacidad de 12 L, las cuales se perforaron en su base para permitir el

escurrimiento del exceso de agua.

Se utilizó vermiculita como sustrato de enraizamiento para llevar a cabo los

experimentos con diferentes concentraciones de plomo y cadmio (T1, T2 y T3) y el cultivo

control (CC). En la Tabla 3 se muestra la composición típica reportada por el productor de

vermiculita.

Tabla 3. Análisis químico típico de la vermiculita.

% %
SiO2 46.63 CaO 0
Al2O3 10.70 MgO 34.28
Fe2O3 5.73 K2O 0.06
FeO 0.12 Na2O 0
MnO 0.03 P2O5 0
TiO 1.13 F 0.70
Cr2O3 0.62

Cuando se utilizó como sustrato de enraizamiento a la vermiculita se suministró

solución nutritiva (Apéndice A1) como fuente de nutrientes minerales, en tanto que a los

cultivos con suelo como sustrato se les adicionó agua destilada.
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Los cultivos  de acelga y perejil se desarrollaron  en el invernadero de la UDLA-P y el

cultivo de frijol en el laboratorio 9-209, a temperatura ambiente y con periodos de iluminación

que correspondieron a los presentados naturalmente a lo largo del desarrollo de los cultivos.

6.1.1 ACELGA

Se pesaron 20 g de semillas de acelga por cada charola de cultivo utilizada,

posteriormente  las semillas se lavaron tres veces con agua destilada  y se sembraron en el

sustrato correspondiente. Las plántulas de acelga se desarrollaron durante 26 días. Cuando se

utilizó vermiculita como sustrato de enraizamiento, se aplicó solución  nutritiva diluida (1:1)

cada 48 h del día 5 al día 14 y posteriormente solución concentrada hasta el día 26

(Apéndice A1).

6.1.2 FRIJOL

Por cada charola de cultivo utilizada se pesaron  60 g de semillas de frijol , se lavaron

tres veces con agua destilada y se sembraron en el sustrato correspondiente. Las plántulas de

frijol se desarrollaron durante 6 días posteriores a la germinación. Al usar vermiculita como

sustrato se aplicó solución nutritiva diluida cada 24 h los días 1 y 2, posteriormente  se

adicionó  solución concentrada hasta el día 6.

6.1.3 PEREJIL

Se pesaron 23 g de semillas de perejil por cada charola de cultivo usada, las semillas se

lavaron tres veces con agua destilada y se dejaron macerar en agua destilada durante 16-18 h,

posteriormente se sembraron en el sustrato correspondiente.
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6.2 TRATAMIENTOS CON PLOMO Y CADMIO EN VERMICULITA COMO SUSTRATO

En el cultivo en vermiculita se aplicaron tres  tratamientos con Pb y Cd previo a la

siembra de las semillas de acelga, frijol y perejil. Se prepararon soluciones a partir de las sales

Pb(NO3)2 y Cd(NO3)2. La composición de los tratamientos se muestra en la Tabla 4.

Tabla .4 Tratamientos para el cultivo de acelga, frijol y perejil en vermiculita.

Tratamiento

Pb

(mg/kg vermiculita)

Cd

(mg/kg vermiculita)

T1 50 2

T2 75 2

T3 150 2

Se realizó bajo las mismas condiciones experimentales un cultivo control (CC) en

vermiculita a la cual no se adicionó plomo ni cadmio.

6.3 PARÁMETROS DE CARACTERIZACIÓN DEL SUELO

El suelo utilizado como sustrato fue obtenido de la UDLA-P. Se preparó  la muestra de

suelo a analizar (Apéndice B1) y se evaluaron los parámetros pH, humedad, materia orgánica,

textura, nitrógeno total, fósforo extraíble, plomo y cadmio para su caracterización de acuerdo a

lo establecido por la NOM-021-RECNAT-2000.

6.3.1 PH

En el caso de los suelos,  el pH se midió potenciométricamente en la suspensión

sobrenadante de una mezcla de relación suelo: agua 1:2. El grado de acidez o alcalinidad de un

suelo, expresado en términos de la escala de pH, de 0 a 14 ( Apéndice B.2).
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6.3.2 HUMEDAD

El método gravimétrico se basa en la medición o determinación de la cantidad de agua

expresada en gramos que contiene una muestra de suelo. Esta masa de agua se referencia de la

masa de suelo seco de la muestra. La determinación de la masa de agua se realizó por la

diferencia en peso entre la masa de suelo húmedo y la masa de suelo seco (Apéndice B.3).

6.3.3 MATERIA ORGÁNICA

La materia orgánica en el suelo se determinó por el método de pérdida en ignición. El

contenido de  materia orgánica fue expresado en porcentaje (Apéndice B.4).

6.3.4 TEXTURA

La determinación de la textura del suelo se realizó por el procedimiento de Bouyoucos.

Se estableció el porcentaje de arena, arcilla y limo para determinar la textura correspondiente

con el  triángulo de texturas  (Apéndice B.5).

6.3.5 NITRÓGENO TOTAL

Se determinó el nitrógeno total  por el método de Nessler. La determinación involucra

dos pasos (a) digestión de la muestra para convertir el nitrógeno a amonio y (b) la

determinación de amonio en el digerido. La digestión de la muestra se realizó en el aparato

HACH Digesdahl Digestión modelo 231330-20  por calentamiento de la muestra con ácido

sulfúrico concentrado y la adición de peróxido de hidrógeno al 30%  que promueven la

oxidación de la materia orgánica y la conversión del nitrógeno orgánico a amonio (Apéndice

B.6). El amonio en el digerido se determinó con  un kit de HACH  por
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espectrofotometría (Apéndice B.7). El contenido de nitrógeno total en el suelo se expresó en

términos de mg /kg.

6.3.6 FÓSFORO DISPONIBLE

El fósforo disponible  se determinó por el método del ácido ascórbico. Los fosfatos

fueron extraídos del suelo con bicarbonato de sodio (Apéndice B.8) y se determinaron

colorimétricamente con  un kit de HACH  (Apéndice B.9). El resultado se expresó en mg de

PO4
-3/kg.

6.3.7 PLOMO Y CADMIO

La determinación  de plomo y cadmio se realizó por espectrofotometría de absorción

atómica. La muestra de suelo se procesó en el aparato HACH Digesdahl Digestión como se

describe en el Apéndice B.10 y posteriormente se cuantificó el contenido de los metales

contaminantes  de acuerdo al procedimiento indicado en el Apéndice B.11.

El  espectrofotómetro de absorción atómica  analizó cada muestra por triplicado y el

resultado obtenido fue el promedio de las tres lecturas.  El resultado se expresó en mg del

metal /kg de suelo.

6.4 TRATAMIENTO EN SUELO CONTAMINADO CON PLOMO Y CADMIO

De acuerdo a los resultados obtenidos en los tratamientos de contaminación con Pb y

Cd en vermiculita,  se seleccionaron las especies a utilizar en la prueba de cultivo en suelo

contaminado con Pb y Cd.
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Las semillas de las especies elegidas se sembraron en el suelo previamente

caracterizado y a continuación este se contaminó artificialmente con una solución que contenía

Pb (150 ppm) y Cd (2ppm),  dicha solución se adicionó una sola vez  hasta  la saturación del

suelo de cultivo.

6.5 CONDICIONES DE TOMA DE MUESTRA

Las muestras de acelga se recolectaron en secciones aleatorias durante los días 1,

4,7,11,14,17,20,23 y 26 posteriores a la germinación.

Las plántulas de frijol se recolectaron aleatoriamente a diario durante los 6 días

posteriores a la germinación.

En general las plántulas se obtuvieron al seccionar con una espátula al sustrato  para  no

dañar las raíces. A continuación  las muestras se llevaron al laboratorio donde fueron lavadas

tres veces con agua destilada para retirar los residuos  de sustrato.

6.6 PARÁMETROS DETERMINADOS EN LAS PLÁNTULAS

6.6.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PLOMO Y CADMIO

Para cada muestra se  determinó el contenido de los metales contaminantes en los

tallos y hojas (submuestra T/H) así como en las raíces (submuestra R) de las plántulas. Las

submuestras de plántulas se procesaron de acuerdo a lo indicado en el Apéndice B12.

La determinación  de plomo y cadmio se realizó por espectrofotometría de absorción

atómica como se describe en el Apéndice B11. Los resultados se expresaron como   g de Pb/kg

de peso seco y  g de Cd/kg de peso seco .
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6.6.2 ELONGACIÓN DE RAÍZ, TALLO Y HOJAS

Se tomaron aleatoriamente cinco plántulas completas y libres de residuos de sustrato, se

extendieron sobre una superficie para medir la longitud de la raíz, el tallo y las hojas. En el

caso de la acelga estos parámetros se evaluaron a los 26 días de desarrollo y  en el cultivo de

frijol al cabo de 6 días de crecimiento. Los resultados se reportaron en cm.

Para el análisis estadístico se utilizó el software matemático Stat View 4.5 con el cual

se realizó el análisis de varianza para saber si existían diferencias significativas entre la

elongación de la raíz, el tallo y las hojas de las especies evaluadas en los distintos

tratamientos, con un nivel de confianza del 95%. Cuando existieron diferencias significativas

entre las variables utilizadas se hizo la prueba de comparación de Fisher para determinar que

muestras eran iguales entre sí.

6.6.3 ANÁLISIS DE CLOROFILA

El análisis de clorofila se realizó por duplicado en muestras de plántulas cultivadas

tanto en suelo contaminado con Pb y Cd como en las muestras provenientes del cultivo

control.

Se utilizó el método  de Goodwin (1976) con el espectrofotómetro HACH, modelo

DR/4000U, para determinar la clorofila alfa, beta y total .(Apéndice C1). Las concentraciones

de clorofila se expresaron  en mg de clorofila / g de peso seco.
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6.7 PARÁMETROS DETERMINADOS EN EL SUELO

6.7.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PLOMO Y CADMIO

En el tratamiento de suelo contaminado (SC) además de recolectar plántulas, se

recolectó el suelo utilizado como sustrato de enraizamiento. En el cultivo de acelga se tomaron

muestras de suelo los días 1, 4,7,11,14,17,20,23 y 26.  Para el caso de frijol las muestras

fueron tomadas los días 1, 3, 4, 5 y 6 posteriores a la germinación.

En el laboratorio se homegeinizó la muestra y se realizó la cuantificación de plomo y

cadmio de acuerdo a lo indicado en los Apéndices B10 y B11.


