FACULTAD DE
CIENCIAS AGRARIAS
' UNLZ
Universidad Nacional de Lomas de Zamora

Facultad de Ciencias Agrarias

Carrera: Ingenieria Agronémica
Espacio de Practicas profesionales

Trabajo Final de Grado

Titulo

“Utilizacion de cama de pollo en horticultura: efectos sobre las
propiedades quimicas y biologicas del suelo, y la transmision de

antibioticos al cultivo”
Autor: Rivera, Hernan Javier
Directora: Dra. Prack Mc Cormick, Barbara

Codirector: Ing. Agr. Rodriguez, Hernan A.

Lomas de Zamora, 23 de octubre de 2023



Rivera Hernan Javier — TFG 2023

AGRADECIMIENTOS

Las palabras aqui escritas no haran justicia a los agradecimientos que debo realizar.
Empezaré agradeciendo a mi casa de estudios la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Lomas de Zamora, las personas que alli he conocido, tanto
docentes como compaiieros, los cuales han contribuido de forma sustancial a la persona

que soy y al profesional que seré.

A la catedra de Edafologia, por invertir tiempo en mi, me ensefiaron y me contagiaron
el amor por el suelo. Debo agradecer a la Dra. Mdnica Barrios, a la MSc. Ing. Agr. Ana Clara
Sokolowski, al Ing. Agr. José Wolski y muy especialmente al Ing. Javier De Gracia, al ing. Agr.
Hernan Rodriguez y a la Dra. Barbara Prack Mc Cormick quienes tuvieron la solidaridad de
apoyarme estos Ultimos afos los cuales fueron muy complicados desde el punto de vista

personal, dedicarme el tiempo y ayudarme a finalizar esta carrera tan linda.

A los docentes de las catedras de Equinotecnia y de Comercializacién de la
produccién, por los mates, las charlas, los consejos y el tiempo que dedicaron a formarme

como profesional.

A mis amigos, ellos fueron un soporte fundamental en mi vida, quienes me
humanizaron, motivaron y acompafiaron durante gran parte de mi vida, ayudandome a ser

mejor persona.

A mi familia, fundamentalmente a mis padres y mis hermanos, a ellos debo el haber
podido realizar una carrera universitaria, les agradezco por aguantar los malos humores, los
momentos que desaparecia para estudiar, las charlas donde les explicaba muchos temas

que al otro dia debia rendir en exdmenes y por estar siempre que los necesite.

A todas las personas que me acompafian o me acompanaron en este sinuoso camino

que es la vida, gracias por ser parte de ella y de acompainarme.



Rivera Hernan Javier — TFG 2023

INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS ...ttt ee e st et s st e ses e s seste e e e se s s eseessessesbeeasesassneenne 2
TABLA DE FIGURAS ...ttt ettt et b e st ettt et saeses e saeeneesbenas e e 4
RESUMEN ...ttt ettt st et st et s bt st e b e e bt e s e saeeneeabesbeeneensesatenee 5
Palabras ClaVE: ...t 6
AB STRACT .ttt st ettt b st e sb e e ae e b e sbe et e b e s as et e e ne e b e sheeneenbesanenee 6
KBY WOTAS: ettt ettt et e e et et et e s te e st et e s beest e besaeentessesasenseeseensesteeseansesteeneansesanenes 6
N L1 o Te (0ol o] o U O TSP UPTOUPOUPRUPRRPRON 8
P O o] 1=] € Yo =SOSR 13
B HIPOLESIS .ttt st a et eaeeae et e st e sae s e s eneeseeseeneereerens 14
4- MALErialeS Y MELOUOS .....cvieceeceeeieetieteteetee ettt et a e a e seeseeneeneereas 15
4-1 Ubicacién y caracteristicas del €NSaYO0.........cocuvviirriiriiieniienienee ettt 15
4-2 Disefio Experimental y ensayo horticola @ Campo.........coecveiiiiiiriee i 18
4-3 Muestreo de suelo y biomasa aérea de lechuga..........cccccvvveiiinieiiieecc e 19
4-4 Determinaciones quimicas y bioldgicas €N SUEIO ..........ceccueiiriiiriiee i 20
4-5 Presencia de antibiotiCos €N I€CAUZA............oeeeueiieiiicieeceecee et 26
4-6 ANAiSiS @STAAISTICO ...cueieeeeieterieecee ettt st et 26
5- RESUItAAOS Y DISCUSION ....eueeiceieeceecteeeteeee ettt st b et sa et ae s ne e 28
5-1 Analisis de propiedades del SUEIO..........cccuuiieiiiiiiiicec e 28
5-1-1 Porcentaje de Materia Organica TOtal........cooueiiiiiiiieeneeee e 28
Lo o= o Vo o) | SR 29
5-1-3 Relacion Carbono/NItrOZENO.........c.ccouveriieriieeeecie ettt e stee e eeveebeeebe e beesteesaesabeeareereens 31
5-1-4 ReSPIraciOn Dasal ........eecvieeiiiiciee ettt et et e re e bt e e ebaeeeaae s 32
5-1-5 Respiracidon microbiana inducida por SUSLTato ........cccccevvieeiiieiiiee e 34
5-2 Andlisis de transferencia de antibidticos ........c.corueriiiiiiniiie 35
6= CONCIUSIONES ...ttt bbb 39
7= BB OGIAITa ...ttt e et b a et aeeneene e 41



Rivera Hernan Javier — TFG 2023

TABLA DE FIGURAS

Figura 1 - Predio de la Facultad de Ciencias Agrarias y sector del campo experimental............... 15
Figura 2 - Valores climatolégicos medios mensuales del periodo 1980-1998...............c..ccccveenneen. 16
Figura 3 - Valores climatoldgicos durante el ensayo..............ccccceeeieiiiieciee e 17
Figura 4: Muestreador tubular de suelo. ..o 20
Figura 5: Determinacion de carbono organico por combustion himeda.. ................................ 2222

Figura 6: Equipo digestor (marca TecnoDalvo) Kjeldahl utilizado para realizar la digestion de las
[0 1V =T - TP PP PTT R PPPRPPPT 23

Figura 7 Frasco hermético de 750 cm3 utilizados en las mediciones de Biomasa total y de

Respiracion microbiana basal ... e e 26
Figura 8 Porcentaje de Materia Organica Total (MOT). .........cccoveeiiiiiiiieceecee e 29
Figura 9. Porcentaje del Nitrdgeno Total..............coooiiiiiiiiii i 30
Figura 10. RelaciON CiN..........cooiiuiiiiiiiiiie it eeee et e e e e e e e sa e e e e s abe e e e sabaeeesnsbeeesesbeeeesnnsens 32
Figura 11. Respiracion microbiana basal. .............cccccvuiiiiiiiii e 33
Figura 12. Biomasa total............cooiiiiiiiiii e e 34
Figura 13. Presencia de Enrofloxacina en hojas de lechuga..............ccccccooiiiiiiiiii e, 36
Figura 14. Presencia de CiprofloXacina. ............cc.uoiiiiiiiiiiiiiic e 37
Figura 15. AntibiGticos tOtales ..............ooooiiiiiiiic e e e 37


file:///E:/Tesis%20Hernán_BP_22.09.23%20HR.docx%23_Toc148251220

Rivera Hernan Javier — TFG 2023

RESUMEN
La produccidén horticola del cinturén verde bonaerense es un importante proveedor de

alimentos a las ciudades cercanas. Debido a la intensiva labranza y a la cantidad de cultivos
realizados anualmente, esta actividad demanda condiciones edaficas favorables para
mantener la produccién. Estas condiciones necesitan de insumos externos que aporten
materia orgdnica y nutrientes, destacandose las enmiendas organicas de origen animal. En
el cinturdn verde bonaerense, la cama de pollo proveniente de produccidn avicola intensiva
es uno de los residuos de produccién animal mas accesible y utilizado. Cerrar el ciclo de los
nutrientes en el agroecosistema es clave para alcanzar la sostenibilidad, sin embargo, poco
se sabe sobre la transmisidn y la accion de los antibidticos, que provienen de la cama de
pollo, en la horticultura. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar los efectos en el
suelo de la aplicacidon de la cama de pollo y su capacidad para trasmitir antibidticos a los
cultivos. Para ello se realizd un ensayo de fertilizacién de un cultivo de lechuga (Lactuca
sativa L.) en el campo experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Lomas de Zamora, con tres tratamientos: testigo sin fertilizacién, fertilizacién
quimica y enmienda de cama de pollo. Se acondicioné la cama de pollo a la intemperie
durante 6 meses, previo a su incorporacion a las parcelas. El efecto sobre el suelo se evalud
en muestras de suelo de 0-10 cm de profundidad y la presencia de antibidticos se evalud en
las hojas de lechuga, ambos al momento de la cosecha. Los resultados encontrados
demostraron diferencias estadisticamente significativas para las variables materia organica
total, nitrégeno total, y respiracion basal de suelo, siendo la enmienda con cama de pollo el
tratamiento con los mayores niveles para todas las variables. Para la variable respiracién
microbiana inducida por sustrato no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. Al evaluar las hojas de lechuga, se encontraron niveles de enrofloxacina y
ciprofloxacina en todas las parcelas que recibieron la enmienda con cama de pollo. Estos
niveles fueron significativamente superiores que los detectados en el tratamiento testigo.
La cama de pollo aporta de manera significativa materia orgdnica y nitrogeno mejorando la
actividad del suelo, pero se debe tener en cuenta los efectos adversos de su aplicacién

cuando esta tiene una carga de antibidticos, los cuales pueden mantener su concentracién
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o por su farmacocinética transformarse en otro antibidtico de la misma familia y/o ser

absorbidos por las hortalizas.

Palabras clave: Enmienda organica, residuo avicola, materia organica,
respiracion basal, contaminacion.

ABSTRACT
Horticultural production in the Buenos Aires green belt is an important supplier of food to

nearby cities. Due to the intensive tillage and the amount of crops grown annually, this
activity requires favorable soil conditions to maintain production. These conditions require
external inputs that provide organic matter and nutrients, especially organic amendments
of animal origin. In the Buenos Aires green belt, poultry litter from intensive poultry
production is one of the most accessible and widely used animal production residues.
Closing the nutrient cycle in the agroecosystem is key to achieve sustainability, however,
little is known about the transmission and action of antibiotics, which come from poultry
litter, in horticulture. Therefore, the objective of this work is to evaluate the effects on soil
of poultry litter application and its ability to transmit antibiotics to crops. For this purpose,
a fertilization trial of a lettuce crop (Lactuca sativa L.) was carried out in the experimental
field of the FCA-UNLZ, with three treatments: control without fertilization, chemical
fertilization and amendment of chicken litter. The chicken litter was conditioned outdoors
for 6 months, prior to its incorporation into the plots. The effect on soil was evaluated in
soil samples from 0-10 cm depth and the presence of antibiotics was evaluated in lettuce
leaves, both at the time of harvest. The results showed statistical differences for the
variables total organic matter, total nitrogen, and basal soil respiration, being the
amendment with chicken litter the treatment with the highest levels for all variables. For
the variable substrate-induced microbial respiration, no statistical differences were found.
When lettuce leaves were evaluated, enrofloxacin and ciprofloxacin levels were found in all
plots that received the amendment with chicken litter. These levels were significantly higher

than those detected in the control treatment. Poultry litter significantly contributes organic
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matter and nitrogen, improving soil activity, but the adverse effects of its application should
be taken into account when it contains a load of antibiotics, which can maintain their
concentration or, due to their pharmacokinetics, transform into another antibiotic of the

same family and be transferred to the vegetables.

Key words: Organic amendment, poultry waste, organic matter, basal
respiration, contamination.
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1- Introduccion

El cinturdn verde horticola bonaerense es el principal proveedor de alimentos frescos
de origen vegetal al Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA), la mayor aglomeracién
poblacional del pais (INTA AMBA, 2012). Esta integrado por los establecimientos horticolas
ubicados de las zonas periféricas del AMBA. Su modelo productivo se caracteriza por
depender mayoritariamente de la mano de obra familiar, sin asesoramiento técnico, con un
tamafio promedio de 3,4 hectareas horticolas (Benencia y Quaranta, 2005). Entre un 25 —
50% de esta superficie se destina al cultivo de verduras a campo, el porcentaje restante se
destina a cultivo de verduras bajo cubierta (Ferraris y Ferrero, 2018). Una gran parte de los
productores horticolas son arrendatarios y los precios de la renta de la tierra son elevados.
Por lo tanto, para que la actividad sea viable econdmicamente, los productores deben tener
una alta produccion durante todo el afo, en rendimiento por cultivo y en nimero de ciclos
productivos al ano (Garcia, 2014). Es asi que en un mismo lote horticola se realizan hasta 5
ciclos productivos anualmente, gracias al empleo de plantines y cultivos de ciclos cortos

(Ferratto et al., 2010).

La preparacion de la cama de siembra y el alomado, al inicio de cada ciclo productivo,
involucran importantes movimientos de suelos. La maquinaria utilizada para dichas
labranzas incluye arados de disco y de reja y vertedera, rastra y rotocultivadores (Ferratto
et al., 2010). Entre las principales consecuencias del laboreo del suelo son: la pérdida de
materia orgdnica por procesos oxidativos (Havlin et al., 1990). A su vez, la pérdida de
materia organica tiene un efecto negativo sobre las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo. En el complejo arcillo-hiumico, la materia orgdnica, juega un papel
fundamental en la formacidn de agregados de suelo, conformando asi una mejor estructura,
que facilita las propiedades como: infiltracion (Sanzano et al., 2005) y la porosidad
(Galantini et al., 2006). Ademas, la materia organica mejora las propiedades quimicas del
suelo, ya que, entre otros, representa una fuente de nutrientes que las plantas pueden
aprovechar. Por ultimo, mejora las propiedades bioldgicas del suelo, debido a que
representa una fuente de energia y nutrientes para los organismos del suelo, cuya actividad

facilita el ciclado de nutrientes y su disponibilidad para las plantas (Garcia, 2003). Por lo
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tanto, la perdida de materia organica y estructura tienen un efecto negativo sobre el

rendimiento de los cultivos (Galantini et al., 2007).

Ante este escenario, los productores recurren al aumento del uso de los fertilizantes
quimicos con el objetivo de alcanzar el rendimiento potencial de los cultivos, en suelos con
signos de degradacién (Garcia, 2015). Generalmente, los fertilizantes quimicos, no mejoran
por si solos las condiciones fisicas, quimicas y biolégicas del suelo. Para poder mejorar estos
tres componentes de la calidad del suelo, es menester la incorporaciéon de materia organica
(Gonzalez Montaner et al., 2004; Quiroga et al., 2017). Cuando se habla de calidad de suelo
se hace referencia a los conceptos descriptos por la Soil Sciencie Society of America (Karlen

etal., 1997).

El agregado de la materia orgdnica a los suelos de producciones vegetales esta ligada
a la premisa de una produccién del tipo circular, que promueva el cierre de los ciclos de la
materia orgdnica para mantener y mejorar la salud de los ambientes (Orddiez, 2000),
ayudando a evitar el desgaste de nutrientes finitos en el sistema. Este tipo de produccion
circular promueve la conexién entre las producciones que generan residuos materiales ricos
en materia orgdnica y nutrientes, como lo son las producciones animales intensivas, y las
producciones vegetales intensivas que utilizan estos residuos como insumos, debido a su
alta necesidad de nutrientes. De esta manera, se logra restablecer el carbono orgdnico y los
nutrientes que se utilizan (Saranddn et al., 2014). Sin embargo, esta practica puede tener
consecuencias para el ambiente si no se tienen en cuenta los procesos necesarios para
poder utilizar los residuos de las producciones intensivas de animales para reducir los

riesgos de contaminacion (Martin et al., 2017).

El compostaje es un proceso de transformacién de la materia organica a través de la
descomposicion aerdbica, dependiente de la actividad microbiana, que permite obtener un
producto estable, maduro, e inocuo o libre de microorganismos patégenos (Lavado, 2012).
Para llegar a obtener un compost inocuo es necesario que, durante el proceso del
compostaje, la temperatura se eleve entre 55°C a 77°C durante 3 dias consecutivos como

minimo (Huang et al., 2004). La elevacién de la temperatura se debe a la respiracién
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aerdbica de los microorganismos presentes en el material que esta siendo compostado. Por
lo tanto, este debe estar aireado y con una humedad controlada. Un compost de calidad es
aquel que es inocuo y es maduro, es decir que no afecte negativamente el crecimiento
vegetal una vez utilizado como abono (Mazzarino y Satti, 2012). El tratamiento que la
mayoria de los productores del corddn verde horticola bonaerense realizan es un
estacionamiento en forma de pila estdtica al aire, sobre suelo desnudo y con aireaciéon
natural. Este tratamiento no llega a alcanzar las temperaturas adecuadas para realizar el
proceso de forma eficiente, dado que no tiene una aireacién eficiente y, en muchos casos,
tampoco se riega (Lavado, 2012). El compost, idealmente, debe estar compuesto por dos
partes: 1. Materiales con alto contenido de nutrientes, por ejemplo, aquellos provenientes
de fuentes animales, y 2. Materiales con alto contenido de carbono, que a su vez aporten
estructura y aireacién, como restos vegetales con alta relacién C/N. Ya que la relacién C/N
de los materiales provenientes de fuentes animales es baja, y si solo se utiliza ese material
o0 muy poco material vegetal, el proceso de compostaje tendra una fase terméfila mas corta
y un aumento mas lento de la temperatura, haciendo al proceso ineficiente (Huang et al.,

2004).

En el cinturén verde horticola bonaerense, el material proveniente de fuentes
animales o que contengan sustancias de origen animal es la cama de pollo proveniente de
produccidn avicola intensiva (Prack Mc Cormick et al., 2019). La cama de pollo es un residuo
de la produccién intensiva de pollos parrilleros la cual estd compuesta de un material base
como cdascaras de arroz o girasol, y excretas, plumas de pollo, restos de alimento y agua de
bebida (Chaudhry et al., 1998). A su vez, en la cama de pollo, aparece una carga de
microrganismos capaces de sobrevivir a las condiciones que ese material les provee, estos
microrganismos pueden ser potencialmente patdgenos para el humano o para los animales,
con lo cual el manejo de la cama de pollo, luego de su utilizacién, deberia centrarse en
controlarlos (Castillo, 2002). La cama de pollo es removida parcialmente al finalizar cada
crianza y, de acuerdo con lo establecido por las Resoluciones del SENASA 546/2010 y su
modificatoria 106/2013, se debe remover totalmente una vez por afio o cada 5 crianzas, en

lo que se denomina “vacio sanitario” (Ministerio de produccion y trabajo, 2019). La cama

10
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de pollo muestra un elevado contenido de materia organica, lo cual impacta positivamente
sobre las propiedades fisicas del suelo como la infiltracidn, retencién de agua y capacidad
de intercambio catidnico y, sobre las propiedades quimicas como materia orgdnica total,

nitrégeno total y fosforo total (Ministerio de produccidén y trabajo, 2019).

El sistema de produccion de carne avicola intensivo confinado utiliza antibidticos
como insumo indispensable para mejorar la sanidad de los pollos. Los antibidticos no solo
son usados para prevenir o curar enfermedades (profilaxis y metafilaxis) sino también como
promotores de crecimiento (Diarra y Malouin, 2014). Sin embargo, este sistema de
produccién tiene un efecto negativo sobre el principal residuo de esta actividad, la
presencia de antibidticos en la cama de pollo (Alonso et al., 2021). Esto es debido a dos
hechos: 1- un alto porcentaje de los antibidticos suministrados a los animales y sus
metabolitos intermediarios, no se adsorben y pasan a las excretas (Kumar et al., 2005) y, 2-
los antibidticos y los metabolitos intermediarios son estables en el ambiente, especialmente

en el suelo (Kemper, 2008).

Las fluoroquinonas son una familia de antibidticos que tienen un amplio espectro de
accién frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas tanto para uso humano como
veterinario. Estos agentes funcionan mediante la inhibicion de la ADN girasa, lo que
interfiere con el superenrollamiento del material cromosémico bacteriano (Brown, 1996).
La enrofloxacina es un antibidtico de la familia de las fluoroquinonas desarrollado
exclusivamente para uso veterinario (Otero et al., 2001). Entre el 75-90 % del antibidtico
administrado a los animales es eliminado a través de las heces en su forma activa (Marshall
y Levy, 2011). Los antibidticos fluoroquinonas utilizados para fines veterinarios son
parcialmente absorbidos en el tracto digestivo (Brown, 1996). En pollos parrilleros se
comprobé que la aplicacién de enrofloxacina, por su farmacocinética, también se encontré
ciprofloxacina en el organismo (Slana et al., 2014). La ciprofloxacina es un antibidtico de la
familia de las fluoroquinonas aprobado exclusivamente para su uso en humanos
(Appelbaum y Hunter, 2000). Las bacterias tienen mecanismos de resistencia adquirida a

los antibidticos, los cuales son: enzimas inactivantes de antibiético, impermeabilidad de la

11
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membrana, alteracion de porinas y/o polisacarido, bombas de expulsion (eflujo),
modificacion del sitio blanco (donde actua el antibidtico), vias metabdlicas alternativas y
proteccion citoplasmatica del sitio blanco (Blair et al., 2015). La presencia de antibidticos en
el ambiente, por un uso inadecuado, favorece a la seleccion de bacterias con mecanismos

de defensa adquirida (WHO, 2015).

Algunos tipos de antibidticos son resistentes a la degradacion y son habitualmente
encontrados en suelos que recibieron aplicaciones de residuos de producciones animales,
conservando su efecto antibiético durante meses y otros durante afios, segun su estructura
(Jechalke et al., 2014). Una vez en el ambiente, los antibidticos veterinarios causan efectos
eco-téxicos en microorganismos del suelo, promoviendo la proliferacion de
microorganismos resistentes (Girardi et al.,, 2011; WHO, 2015). Sumado a esto, los
antibidticos pueden ser absorbidos por las plantas, incluidas las hortalizas (El Gemayel y
Bashour, 2020). Por ejemplo, luego de la fertilizacion con enmiendas de estiércol de ganado
bovino, las hojas del cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) absorbid antibidticos y contenia
bacterias con genes de resistencia a estos (Caracciolo et al., 2022). También se reportaron
la trasmisidon de antibidticos en hojas de lechuga, fruto de tomate (Solanum lycopersicum
L.), inflorescencia de coliflor (Brassica oleracea L.) y semillas de habas (Vicia faba L.) luego
de la fertilizacién con estiércol (Tadi¢ et al., 2021). De esta manera, los antibidticos
veterinarios pueden llegar al consumo humano teniendo como consecuencia efectos
adversos potenciales o directos, como reacciones alérgicas o toxicas, efectos tdéxicos
crénicos debidos a la exposiciéon prolongada a bajas concentraciones de antibidticos,
desarrollo y propagacion de bacterias resistentes a los antibidticos (Kumar et al., 2005;

Martinez, 2008).

Cerrar el ciclo de los nutrientes en el agroecosistema es clave para alcanzar la
sostenibilidad, sin embargo, poco se sabe sobre la transmisidn y la accidn de los antibioticos,
que provienen de cama de pollo, en horticultura. Por lo tanto, es necesario generar datos
sobre la aplicacion de cama de pollo en suelo a nivel quimico/bioldgico y observar que

ocurre con un cultivo horticola muy cultivado como es la Lactuca sativa L. (lechuga).

12
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2- Objetivos

2-1 Objetivo general

Generar datos sobre las oportunidades y los desafios de la aplicacion en horticultura
de cama de pollo previamente estacionada, siguiendo las practicas habituales de los
productores horticolas del cinturén verde bonaerense, considerando la calidad quimica y
biolégica del suelo, y la potencial trasmisién de antibidticos desde la produccién avicola

hacia los cultivos horticolas.

2-2 Objetivos especificos

Comparar el efecto del tipo de fertilizacion, incluyendo control sin fertilizacion,
fertilizacidon quimica y fertilizacion con cama de pollo estacionada, sobre la calidad quimica
del suelo, a través de los indicadores: materia organica total, nitrégeno total y relacién C/N,

en el contexto de un ensayo horticola a campo.

Comparar el efecto del tipo de fertilizacion, incluyendo control sin fertilizacion,
fertilizacién quimica y fertilizacion con cama de pollo estacionada, sobre la calidad biolégica
del suelo a través de los indicadores: respiracidn basal y respiracién microbiana inducida

por sustrato, en el contexto de un ensayo horticola a campo.

Determinar la presencia y la concentracion de antibidticos (enrofloxacina y
ciprofloxacina) en las hojas del cultivo de Lactuca sativa L. (lechuga), en respuesta a la
aplicacion al suelo de cama de pollo estacionada derivada de un establecimiento avicola

intensivo, en el contexto de un ensayo horticola a campo.

13
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3- Hipotesis
El tipo de fertilizacidn influye sobre la calidad quimica del suelo, medida a través de

los indicadores materia organica total, nitrégeno total y relaciéon C/N.

El tipo de fertilizacion influye sobre la calidad bioldgica del suelo, medida a través de

los indicadores respiracion basal y respiracion inducida por sustrato.

Se observan niveles detectables de antibidticos ciprofloxacina y enrofloxacina en
hojas del cultivo de Lactuca sativa L. (lechuga), en respuesta a la aplicacidn al suelo de cama

de pollo estacionada derivada de un establecimiento avicola intensivo.

14
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4- Materiales y Métodos

4-1 Ubicacidn y caracteristicas del ensayo

El ensayo fue realizado dentro del campo experimental multidisciplinario de las
catedras de Edafologia, Agrometeorologia, Fitopatologia, Horticultura y Floricultura,
iniciado en el afio 2018, con unos 300 m? de superficie (Figura 1). Se ubica en la reserva
natural provincial “Santa Catalina” de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Lomas de Zamora, localizada en el km 2 de la ruta provincial n°4, partido de

Lomas de Zamora, Provincia de Buenos Aires.

Facultad
\",

g ) {UNLZ:FacultadDe Le![enda

Ciencias Agrarias

* B Areade cultivo

¥ "
- 0 Calicata
.a
A

X \
& i >
\;. o

60m -‘ 7‘

< v )

Figura 1 - Predio de la Facultad de Ciencias Agrarias y sector del campo experimental (Universidad
Nacional de Lomas de Zamora), coordenadas 34°47°27,6” S 58°26’42,6” O.
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4-1-1 Caracteristicas edaficas y climaticas de la zona
El clima de la region es templado humedo con régimen pluvial isohigro, presentando
una temperatura media anual de 16,7 °C, una maxima media anual de 22,3 °Cy una minima

media anual de 11,6 °C (Figura 2).
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Figura 2 - Valores climatoldgicos medios mensuales del periodo 1980-1998. Con barras se representa la precipitacion
(PP) media y con linea naranja la temperatura maxima media, en violeta la temperatura media y, en verde, la
temperatura minima (Fuente: Estacion Agrometeoroldgica de Santa Catalina. Estadisticas Climatoldgicas del Servicio
Meteorolégico Nacional).

Durante el periodo en el que se realizé el ensayo se observd una temperatura media
de 11,5 °C, una temperatura maxima media de 17,6 °C, una temperatura minima media de

7 °Cy una precipitacion total de 702,2 mm (Figura 3).
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Figura 3 - Valores climatoldgicos desde el periodo de junio a diciembre del 2018. Con barras se representa la
precipitacion (PP) media y con linea roja la temperatura maxima media, en verde la temperatura media y, en azul, la
temperatura minima (Fuente: Estacion Agrometeoroldgica de Santa Catalina, Sistema de Informacion y Gestion
Agrometeoroldgica, INTA).

4-1-2 Suelo

La estacion experimental se encuentra ubicada dentro de la regién de la Pampa
Ondulada, donde los suelos se componen a partir de loess y limos pampeanos. El area del
ensayo estd ocupada por un suelo poli-genético, muy oscuro y profundo, moderadamente
bien drenado, con escurrimientos medios y permeabilidad moderada. Taxondmicamente
pertenece a los Argiudoles aquerticos (Soil survey Staff, 2014). El paisaje es suavemente
ondulado, con relieve del tipo normal, con una pendiente media de 1,2 % en posicion de
media loma alta. La reaccidn en todo el perfil es de neutra a ligeramente acida. En los
primeros 10 cm posee una textura franco-limosa, una reaccién ligeramente acida (pH 6,4),
es no salino (CE 0,12 dS m™) y se encuentra bien provisto de materia organica (3,5 %). El
horizonte subsuperficial esta conformado por dos horizontes arcillosos (48% - 55%), con
rasgos que manifiestan la presencia de arcillas expandentes, lo cual estaria dificultando el
drenaje, proceso que se manifiesta en la parte superior del endopeddn con rasgos de

hidromorfismo (Sokolowski et al., 2020).
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4-2 Disefio Experimental y ensayo horticola a campo

El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente aleatorizado con tres
niveles del factor “Tipo de fertilizacion” (en adelante llamados tratamientos) y tres
repeticiones. Se evaluaron nueve unidades experimentales a las cuales se les asigné al azar
alguno de los siguientes tratamientos: cultivo horticola sin fertilizacién (Control), cultivo
horticola con aplicacion de cama de pollo (Cama de Pollo), y cultivo horticola con

fertilizacién quimica (fertilizante inorgdnico granulado humeda) (Fertilizacion Quimica).

Las unidades experimentales fueron parcelas de 4 m?, y el cultivo seleccionado para
este estudio fue el de Lechuga (Lactuca sativa L.) debido a su sensibilidad a la fertilizacidn,
su generalizada produccién en el cinturén verde bonaerense y al amplio consumo como
verdura fresca. A las parcelas asignadas al tratamiento Cama de Pollo se les incorpord cama
de pollo seca a razén de 32.500 kg ha! previo al trasplante de los plantines de lechuga.
Dicha dosis fue establecida siguiendo la practica habitual de los productores locales. Por
otro lado, a las parcelas asignadas al tratamiento Fertilizacién Quimica, se les aplicd 550 kg
ha? de fertilizante inorganico granulado (YaraMila Hydrocomplex NPK 12 - 4,8 - 15) en los

surcos a los 15 dias y a los 30 dias de implantado el cultivo de lechuga.

La cama de pollo fue provista por un productor avicola de tipo intensivo. Previo a su
incorporacion al suelo se le aplicé un tratamiento de estacionado del tipo “pila estanca”,
gue consiste en estacionar el material formando una pila a la intemperie durante seis
meses. Esta técnica es la mas utilizada por los productores horticolas de |la zona del corddn
verde bonaerense. Pasado este tiempo, se aplicd en las parcelas asignadas a dicho
tratamiento. El efecto del estacionado modifica las caracteristicas quimicas de la cama de

pollo como puede verse en la Tabla 1.
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Tabla 1 - Datos analiticos de la cama de pollo pre-estacionado y post-estacionado.

H C.E. Cenizas coT PT NT

P (ds m-1) (%) (%) (%) (%)

Pre-estacionado 8,41 6,17 32,60 36,83 1,50 1,65
Post-estacionado 7,75 2,80 46,22 29,39 2,13 N.D

C.E. (Conductividad eléctrica); COT (Carbono orgénico total); PT (Fsforo total); NT (Nitrégeno total); N.D.: no
disponible

4-3 Muestreo de suelo y biomasa aérea de lechuga

Ambos muestreos se realizaron en paralelo al momento de la cosecha del cultivo. Las
muestras de suelo para la determinacion de las diferentes variables se tomaron a la
profundidad de 0-10 cm, con barreno o muestreador tubular para suelo (Figura 4),
tomandose 10 muestras por parcela para conformar la muestra compuesta de cada parcela.
A partir de estas muestras se evaluaron los indicadores de calidad quimica y bioldgica del

suelo.

Las muestras de lechuga para la determinacion de los antibidticos enrofloxacina y
ciprofloxacina estuvieron compuestas de ocho submuestras por cada parcela, colectandose
exclusivamente las hojas, descartando las externas. Inmediatamente luego de ser
colectadas, las hojas fueron lavadas siguiendo las recomendaciones para consumidores, y

o

conservadas a -20 ° hasta ser enviadas al Instituto Tecnologia de los Alimentos,
perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Argentina), donde

fueron evaluadas.

19



Rivera Hernan Javier — TFG 2023

Figura 4: Muestreador tubular de suelo.

4-4 Determinaciones quimicas y bioldgicas en suelo

La calidad quimica del suelo en respuesta al tipo de fertilizacidn se evalud a través de
los indicadores materia organica total, nitrogeno total y relaciéon carbono nitrégeno. La
calidad biolégica a través de los indicadores respiracién microbiana basal y respiracion

inducida por sustrato.

4-4-1 Materia Organica Total (MOT)

Se determiné el carbono organico total (COT) por via himeda — micrométodo. El
procedimiento propuesto por Walkley y Black (SAMLA, 2004) consiste en oxidar al carbono
presente en la muestra, 100 mg a 200 mg de suelo seco y tamizado por 500 um, con una
mezcla de una solucién de dicromato de potasio (K2Cr,07) y de H,SOs al 98%. Para

determinar el COT, se colocé la muestra de suelo en tubos de ensayo rotulados. Luego, se

20



Rivera Hernan Javier — TFG 2023

agrego con micropipeta 1,5 ml de K2Cr,07 1N; inmediatamente, se agregaron 3 ml de H,SO4
concentrado y se mezclé suavemente con movimiento de rotacién. Se dejé en reposo
durante 20 minutos, colocando los tubos dentro de una conservadora para mantener la
temperatura evitando la pérdida de calor. Trascurrido el tiempo, se agregd agua destilada
hasta la mitad del tubo, se agitd y se llevé a la heladera durante 20 minutos para detener la
reaccion. La titulacion se realizé con sulfato ferroso o Sal de Mohr 0,3 N en con un agitador
por aire hasta viraje del color al rojo (Figura 5). Simultdaneamente se realizaron blancos de
muestra. Se utilizé Ferroina como indicador.
Para el calculo de COT (%) se utilizé la ecuacién

[(B—M) 0,3 *300]

%COT = Pm * 0,82

Ecuacion 1

Donde: “B” es volumen (ml) de Sal de Mohr consumido por el Blanco, “M” es volumen
(ml) de Sal de Mohr consumido por la Muestra, “Pm” es el peso de la muestra (mg), “0,3”
es la normalidad de la Sal de Mohr, el factor “300” corresponde a la transformacién de mol
equivalente de C a mg y por 100 mg de suelo, el “0,82” es un factor de correccién por

oxidacion (82%).

Una vez obtenido el valor de COT (%) se lo multiplica por la constante de Van

Bemmelen (1,724) para transformar ese carbono organico en MOT (Marban, 2005).
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Figura 5: Determinacion de carbono organico por combustion humeda. Etapa de titulacion: viraje de color por accion
de la ferroina (punto final).

4-4-2 Nitrégeno total (NT)

La determinacion se realizd por el método de Kjeldahl (SAMLA, 2004), que consiste en
una digestién de la materia organica presente en la muestra de 0,25 g de suelo seco
tamizado a 500 um, con 3 ml acido sulfurico (H2S0a4), 1 gr de mezcla de sales cataliticas y 2
ml de agua destilada, a una temperatura de 350 °C hasta que la mezcla toma un color
turquesa, la cual se consigue en el digestor Kjeldahl (Figura 6). El nitrogeno presente en la
muestra se transforma en amoniaco (NHs) al ser digerido. EI NH3, ante el exceso de H,S04,
se transforma en amonio (NHa4*). La segunda parte de este método es la destilacion, donde
se lleva el producto de la digestién a un matraz de 50 ml, llevdndolo a volumen con agua
destilada. Se tomod una alicuota de 10 ml y se colocd en el destilador Kjeldahl, agregando 5
ml de NaOH para neutralizar y, luego, 10 ml de agua destilada. El destilado se recibié en un
Erlenmeyer conteniendo 5 ml de la mezcla acido bérico con indicador. La destilacion finalizé

al recolectar 20 ml de solucién. Por ultimo, se realizd una titulacién por retorno con H,SO4
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0,005 N hasta el viraje del indicador a un color rosado. Paralelamente se desarrolld y tituld
un blanco. Para calcular el NT (%) se utilizd la ecuaciéon?2.

(Vm — Vb) x 35

NT (%) = P

Ecuacion 2

Siendo: “Vm” es el Volumen (ml) de H,SO4 empleado en la titulacién de la muestra,
“Vb"” es el volumen (ml) de H,SO4 empleado en la titulacién del blanco, “P” es el peso (mg)

de la muestra de suelo, “35” es el factor resultado de la ecuacion 3.

5 0,005x14x50x100
N 10

Ecuacion 3

Dénde: “0,005” es la normalidad del acido sulfurico, “14” es el peso del
miliequivalente del N, “50” es el volumen al que se llevé la totalidad de la muestra, “10” es
el volumen de la alicuota destilada y “100” es para expresar el resultado en porcentaje con

respecto al suelo.

Figura 6: Equipo digestor (marca TecnoDalvo) Kjeldahl utilizado para realizar la digestion de las muestras para
nitrégeno total.
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4-4-3 Relacion carbono — nitrégeno (C/N)

Es el cociente entre COT y el NT presente en el suelo. Las formas en la que se
obtuvieron los valores tomados para este parametro fueron descriptas anteriormente. Para

este calculo se utilizd la Ecuacion 4.

CN_COT
/ ~ NT

Ecuacion 4
Siendo: “COT” el valor (%) de Carbono Organico Total y “NT” el valor en (%) de

Nitréogeno Total.

4-4-4 Respiraciéon microbiana basal (RMB)

La respiracién microbiana medida como desprendimiento de CO;, se determind por
el método de absorcidn en una solucién dlcali seguida de una titulacidon (Zibilske, 1994,
SSSA). A partir de cada extraccién se colocaron 50 g de la muestra de suelo, previamente
tamizada, en frascos herméticos con tapa de 750 cm3. Las muestras fueron incubadas en
estufa a 22°C durante siete dias en oscuridad para lograr la estabilizacion de los
microorganismos. Una vez transcurrido este tiempo, se colocd un vial de 20 ml de una
solucién de NaOH 0,25N dentro del frasco hermético junto a cada muestra y se incubd
nuevamente a 28°C durante siete dias. Una vez finalizada la incubacion, se realizé la
titulacion del NaOH con una solucion de HCI 0,25N. En dicha titulacidn, a su vez se utilizaron
3 ml de una solucién de cloruro de bario (BaClz) 3N, para evitar que el NaOH reaccione con
el CO, atmosférico, y tres gotas del indicador fenolftaleina que permitieron observar el
cambio de color en la solucion, pasando de wun color fucsia a un color
blanquecino/trasparente. En todos los casos, los analisis fueron realizados por duplicado

con tres blancos. Para el célculo de la respiracion se utilizé la Ecuacién 5:

[(B—S)xM x 6]
GxT

RMB (mg de C — CO2z .kg de suelo secol.dial) =

Ecuacion 5

Dénde: “RMB” es el valor de respiracion en mg de C-CO,. kg de suelo seco™. dia?, “B”

es el volumen en ml de acido gastado en la valoracién del blanco, “S” es el volumen en ml
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de acido gastado en la valoracion de las muestras, “M” es la normalidad del acido, “6” es el
factor de conversidn, considerando que 1 ml de NaOH 1M equivale a 6 mg de C-CO», “G” es

el peso del suelo seco (gr) y “T” factor relativo al tiempo en dias.

4-4-5 Respiracion Inducida por Sustrato (SIR)

La SIR, es un método desarrollado por Anderson y Domsch (1978), se basa en la
estimacion de la respiracién maxima de una muestra de suelo a la cual se aplica un sustrato
carbonado (glucosa) en exceso para que pueda ser utilizada rdpidamente por los
microorganismos presentes en la muestra. La muestra de suelo se coloca en un recipiente
herméticamente cerrado, junto a un vial abierto que contenga una solucién alcalina fuerte,
para poder captar el CO; desprendido por los microorganismos al respirar. El sistema se
incuba durante seis horas a 22°C, para permitir la actividad microbiana, pero evitar la
multiplicacién microbiana. Luego se titula, con un dacido fuerte, la cantidad de base

consumida por el CO; de la respiracion.

Las muestras de suelo de 20 g, se colocaron en recipientes de un volumen de 750 cm3
cerrados herméticamente (Figura 7). Los frascos con la solucién alcalina fuerte contenian
20 ml de hidréxido de sodio (NaOH) 0,025 N. Luego de las seis horas de incubacién, se
procedid a titular una alicuota de 10 ml del NaOH con una solucién de acido clorhidrico (HCl)
0,025 N. Para la titulacion, se utilizaron 2,5 ml de una solucion de cloruro de bario (BaCl,)
3N, para evitar que el NaOH reaccione con el CO; atmosférico, y tres gotas del indicador
fenolftaleina. Se agregé el acido hasta que la titulaciéon llegé al punto final (viraje de color
fucsia a color blanquecino/trasparente). Se realizaron tres repeticiones por cada parcela
muestreada y tres blancos. Para el cdlculo de SIR se utilizé la Ecuacion 6.

[(V.bl —V.ac) x N.ac x 22 x Vb x 100]
PNH x Ab

SIR (mg de CO,. g de suelo™?) =

Ecuacion 6

Ddonde: “V.bl” es el volumen en ml de acido gastado en la valoracion del blanco, “V.ac”
es el volumen de 4cido gastado en la valoracidén de las muestras, “N.ac” es la normalidad

del 4cido, “22” es un factor para convertir el resultado en mg, “Vb” es el volumen de la base
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total, “PNH” es el peso neto humedo de la muestra de suelo y “Ab” es el volumen de la

alicuota utilizada.

E
Figura 7 Frasco hermético de 750 cm3 dentro la muestra de suelo y un recipiente conteniendo 20 ml de NaOH donde

son llevados a cabo las mediciones de Biomasa total y de Respiracion microbiana basal

4-5 Presencia de antibidticos en lechuga

La determinacion de presencia de antibidticos consistid en una extraccién en fase
sélida (SPE) seguida por un analisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masa de simple cuadruplo (UPLC-MS).

4-6 Andlisis estadistico

El efecto del tipo de fertilizacién y sus tratamientos sobre las variables Materia
organica total, Nitrogeno total, Relacidon C/N, Respiracion basal y Respiracion inducida por
sustrato se analizé utilizando el paquete estadistico Graphpad Prism Version 5.01. El efecto
del tipo de fertilizaciéon se evalué utilizando el andlisis de la varianza (ANOVA). Para
identificar diferencias entre los tres tratamientos evaluados, las medias significativamente

diferentes se separaron a posteriori usando el test de comparacion multiple de Tukey.
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Las mediciones sobre la presencia y la cantidad de antibiotico en lechuga, fueron
analizadas utilizando el paquete estadistico Graphpad Prism Versién 5.01. Al contar solo

con dos tratamientos, se utilizé un analisis t-Student.

En todos los casos las diferencias se consideraron significativamente diferentes

cuando p<0,05.
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5- Resultados y Discusién

En la siguiente seccidn se presentan y discuten los resultados obtenidos al evaluar
indicadores quimicos y biolégicos de calidad del suelo (seccion 5-1) e indicadores de
transmisién de antibidticos al cultivo de lechuga (seccion 5-2), en respuesta al tipo de

fertilizacién en un ensayo horticola.

5-1 Andlisis de propiedades del suelo

5-1-1 Porcentaje de Materia Orgdanica Total

La materia organica total es un indicador de la capacidad del suelo de proveer
nutrientes a los cultivos (Casanovas et al., 1995). A su vez, interviene en las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Ambos factores son fundamentales para la
produccién agropecuaria (Diaz-Zorita, 1999).

En este ensayo, los valores medios de materia organica total obtenidos al evaluar los
primeros 10 cm de profundidad, estuvieron en el rango de 3,43 % y 4,07 %. El promedio de
materia organica en la regidon pampeana es de 4,00 % para los suelos pristinos y de 2,92 %
para los suelos bajo agricultura (Sainz Rozas et al., 2011). Con lo cual, los valores
encontrados en este primer afo de ensayo estan por encima de los valores promedios de
suelos bajo produccion agricola.

Se observo, por medio del andlisis ANOVA que el tipo de fertilizacion tiene efecto
(p<0.05) sobre la materia organica del suelo. Segun el andlisis a posteriori del test de Tukey,
por un lado, existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
tratamientos cama de pollo y control y entre cama de pollo y fertilizante quimico. Por otro
lado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los

tratamientos control y fertilizante quimico, como se muestra en la Figura 8.

En los campos agricolas de la region pampeana, los niveles de materia orgdanica total
sufren un descenso histérico de hasta el 50% debido a la intensificacion de la agricultura,
(Eiza et al., 2006; Sainz Rosa et al., 2011). Desde este punto de vista, el tratamiento “cama
de pollo”, tiene un efecto positivo ya que eleva de manera significativa (p<0,05) los niveles

de materia organica total. Los efectos de la aplicacion de una enmienda organica se
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condicen con lo expuesto por Cabrera (2009) en su revision sobre los efectos de las

enmiendas sobre la materia organica del suelo.
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Figura 8 Valor promedio de Materia Organica Total (MOT) (%) de suelo para la profundidad de 0-10 cm,
correspondientes al tiempo de cosecha en funcion del tipo de fertilizacion. Diferentes letras sobre las columnas
indican diferencias significativas entre los tratamientos: control, cama de pollo (CdP) y Fertilizante Quimico (FQ) de
acuerdo a los analisis a posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra
representan el desvio estandar de la media.

5-1-2 Nitrégeno total

El nitrégeno es un macronutriente esencial para la vida vegetal dado que es
fundamental para llevar a cabo la fotosintesis (Kumar et al., 2002). Por esta razén esta
variable fue tenida en cuenta para este ensayo.

El nitrégeno total, en los distintos “tipos de fertilizacién” analizados, estuvo dentro
del rango de 0,196 % a 0,261 % de media. Al considerar lo expuesto por Besteiro y Descalzo
(2021), los valores encontrados en nuestro ensayo en los tratamientos control y fertilizante
quimico corresponden a la categoria rico en nitrégeno, definida por el rango de valores que
se encuentran entre 0,159-0,221 %. En cuanto al tratamiento cama de pollo, este
corresponde a la categoria extremadamente rico definida para valores superiores a 0,221
%.

Se observd, por medio del andlisis ANOVA que existe un efecto del “tipo de

fertilizacion” sobre la variable nitrogeno total del suelo. Segun el andlisis a posteriori de
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Tukey, el tratamiento cama de pollo presentd los valores mas altos para esta variable, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) tanto al comparar con el tratamiento
control como con fertilizante quimico. Por el contrario, el tratamiento control y el

tratamiento fertilizante quimico no presentaron diferencias significativas entre ellos

(p>0,05), como se representa en la Figura 9.
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Figura 9. Valores medios del Nitrégeno Total (%) del suelo a la profundidad de 0-10 cm correspondientes al momento
de cosecha. Diferentes letras sobre las columnas indican diferencias significativas entre los tratamientos control,
cama de pollo (CdP) y Fertilizante Quimico (FQ) de acuerdo a los analisis a posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas

verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la media.

El nitrégeno en forma mineral es un elemento muy mévil dentro del suelo. Puede ser
trasportado por el agua y asi perderse por lixiviacién como bien muestra en su trabajo Poch
et al. (2005), o puede perderse por volatilizacién (Leal-Vardn et al., 2007). En este ensayo
el tratamiento cama de pollo resulto ser el de mayor valor de Nitrégeno Total. La diferencia
existente entre el tratamiento fertilizante quimico y el tratamiento cama de pollo puede
deberse a la forma como estos aportan el nitrégeno en el suelo. Mientras el fertilizante
guimico aporta nitrégeno de forma mineral, en la cama de pollo gran parte del nitrégeno
se encuentra formando parte de moléculas orgdnicas que tardan en degradarse (Garland et
al., 2010; Mazzilli et al., 2014). Al formar parte de moléculas organicas el nitrégeno es
temporariamente inmovilizado y, por lo tanto, es retenido en el suelo.

En un ensayo similar, sobre un suelo perteneciente a la Serie Gorina, clasificado como

Hapludert tipico (Hurtado et al., 2006) con cultivo de Lactuca sativa L. bajo cubierta,
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Calandrelliy Falcon (2018), encontraron aumento del nitrégeno total al aplicar 60 tn ha* de
cama de pollo estacionada. Sin embargo, los autores no encontraron diferencias
significativas al utilizar la dosis de 30 tn hal. Esto puede deberse a la variabilidad en el
contenido de nutrientes presentes en las camas de pollo que depende del material vegetal
de la cama, del numero de ciclos de crianza de pollos y de su alimentacién (Chaudhry et al.,
1998 y Ministerio de Agroindustria. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2015),
entre otros. Dada su variabilidad, es de suma importancia caracterizar a la cama de pollo

previo a su aplicacién al suelo para determinar la dosis adecuada.

5-1-3 Relacién Carbono/Nitrégeno

La materia organica en el suelo puede ser clasificada segln sus caracteristicas fisicas
0 quimicas, eso quiere decir que tenemos materia organica mas labil y materia orgdnica
mas estable. Una manera de medir la estabilidad de la materia orgdnica es su relacion C:N
(Galantini et al., 2008). Entender la relacion C:N presente en el suelo nos dara una idea
sobre el tiempo para la disponibilidad de los nutrientes para las plantas (Mazzilli et al.,

2014).

En este ensayo, los valores medios de relacion C/N obtenidos al evaluar los primeros
10 cm de profundidad estuvieron en el rango de 9,04 — 10,12. El USDA (U.S. Departament
of Agriculture) define un valor de relacién C/N 6ptimo para suelos agricolas de 10:1, ya que
se mantienen las condiciones bioldgicas en un equilibrio dindmico (USDA, 2023). A su vez,
Hao et al. (2021) encontraron que el valor éptimo de relacién C/N en el suelo para acumular
residuos microbianos es de 9,583:1. Por debajo de este, el carbono organico disponible
comienza a limitar el crecimiento microbiano. Por encima de este, el crecimiento
microbiano se ve restringido por la falta de Nitrogeno y aumenta la competencia con las

plantas.

Se observo, por medio del andlisis ANOVA que el tipo de fertilizacion tiene efecto
(p<0.05) sobre la relacion carbono/nitrégeno del suelo. Segun el analisis a posteriori de

Tukey, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento cama
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de pollo y el tratamiento fertilizante quimico (P<0,05). Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos control — cama de pollo y

los tratamientos control - fertilizante quimico (P>0,05) como muestra la Figura 10.

15-

I g @

Relacion C:N

Control cdP FQ

Figura 10. Valores promedios de la relacion C:N de suelo para una profundidad de 0-10 cm, correspondientes al
tiempo de cosecha. Diferentes letras sobre las columnas indican diferencias significativas entre los tratamientos
control, cama de pollo (CdP), y Fertilizante Quimico (FQ) de acuerdo a los analisis a posteriori de Tukey (p<0,05). Las
lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la media.

Los resultados de este trabajo muestran que todos los tipos de fertilizacién analizados
tienen una relacién C/N cercanas al 6ptimo de la USDA previamente mencionado. El grupo
de control demostrd una relacion carbono-nitrégeno con un valor muy cercano al éptimo,
lo cual se atribuye a que el suelo no habia sido previamente cultivado y este fue su primer
afo de ensayo horticola. Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Ferreras et

al. (2007) en su investigacion sobre suelos no cultivados.

5-1-4 Respiracién basal

La actividad de los microrganismos en el suelo es un factor clave en el ciclado de los
nutrientes en el suelo (Garland et al., 2010). Las propiedades microbiolégicas del suelo
responden de forma rapida y sensible a los cambios en las condiciones del suelo (Paolini

Gomez, 2018).
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Los resultados de esta variable estuvieron con valores medios de 39,44 mg CO..g
suelo™ para el tratamiento control, 40,02 mg CO,.g suelo™ para el tratamiento fertilizante
quimico y 86,99 mg CO,.g suelo™ para el tratamiento cama de pollo. Podemos ver, por
medio del analisis ANOVA, que el tipo de fertilizacidn tiene un efecto sobre la variable
respiracion basal. El analisis a posteriori de Tukey mostré que el tratamiento cama de pollo
tiene diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) con los tratamientos control y
fertilizante quimico. Por su parte, los tratamientos control y fertilizante quimico no tuvieron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre si, como se muestra en la Figura

11.
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Figura 11. Valores promedio de Respiracion microbiana basal en suelos (mg CO,, g suelo!) de suelo para la
profundidad de 0-10 cm, correspondientes al tiempo de cosecha en funcion del tipo de fertilizacion. Diferentes letras
sobre las columnas indican diferencias significativas entre los tratamientos: control, cama de pollo (CdP) y Fertilizante
Quimico (FQ) de acuerdo a los analisis a posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de
cada barra representan el desvio estandar de la media.Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra
representan el desvio estandar de la media.

De la Portilla Lopez et al. (2020) trabajo con 3 dosis de biosdlidos (0, 25 y 40 tn ha™)
en dos suelos erosionados, en los cuales encontraron que la mayor dosis presentaba valores
significativamente mas altos que las otras dosis. Este resultado se condice con lo

encontrado en este estudio. Cabe destacar que la cama de pollo es el Unico tratamiento que
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aporta tanto una fuente de nutrientes como de carbono organico (29,39% post

estacionado), el cual puede ser utilizado como energia por los microorganismos del suelo.

5-1-5 Respiracién microbiana inducida por sustrato

Respiracion microbiana inducida por sustrato permite inferir el valor de biomasa
microbiana a través de un sustrato facilmente degradable que desencadenard la respiracion
por parte de los microorganismos presentes en el suelo (Allegrini, 2017). La actividad de los
microrganismos en el suelo es un factor clave en el ciclado de los nutrientes en el suelo

(Garland et al., 2010).

El rango de los valores promedios encontrados en este trabajo fue de 9,59 a 14,77 mg
CO; g suelo, siendo el tratamiento cama de pollo el mas alto (Figura 12). Sin embargo, el
analisis ANOVA mostro que el factor tipo de fertilizacién no tuvo efecto significativo

(p>0,05) sobre la variable respiraciéon microbiana inducida por sustrato.

Biomasa total
(mg CO2.g 5uela‘1}

Control CdP FQ

Figura 12. Valores medios de Biomasa total (mg CO,. g suelo™!) de suelo para la profundidad de 0-10 cm,
correspondientes al tiempo de cosecha en funcién del tipo de fertilizacion. Diferentes letras sobre las columnas
indican diferencias significativas entre los tratamientos: control, cama de pollo (CdP) y Fertilizante Quimico (FQ) de
acuerdo a los analisis a posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra
representan el desvio estandar de la media. Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el
desvio estandar de la media.
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Al analizar biomasa microbiana del suelo, De la Portilla Lopez et al. (2020) encontraron
diferencias estadisticamente significativas en un suelo con erosiéon hidrica, entre el
tratamiento que agregaba 25 tn ha de biosdlidos y el control sin aplicacion. Sin embargo,
en un suelo con erosién por extraccién minera no encontraron diferencias estadisticamente
significativas con ninguna de las 3 dosis de biosélidos (0, 25 y 40 tn ha). Como en su caso
podemos inferir que las comunidades microbianas intentan permanecer homeostaticas ya
que sufrieron perturbaciones por parte de la labranza realizada al principio del ensayo. Asi
mismo, debemos destacar la presencia de antibidticos dentro del sustrato cama de pollo,
lo cual puede estar actuando como inhibidor del crecimiento de las comunidades

bacterianas susceptibles.

5-2 Analisis de transferencia de antibidticos

La presencia de antibiéticos es un factor de suma importancia dado que las bacterias
pueden adquirir una resistencia al estar expuestas a estos compuestos durante un tiempo

prolongado a bajas concentraciones, llamada resistencia adquirida (Quifiones Pérez, 2017).

La enrofloxacina es una fluoroquinolona que se utiliza para el tratamiento de
enfermedades respiratorias y gastrointestinales en porcinos, bovinos, aves de corral y
conejos (Romer et al.,, 2017). Mediante actividad bioldgica, la enrofloxacina puede ser
transformada en ciprofloxacina, otra fluoroquinolona, pero de uso exclusivo humano. La
administracion de antibidticos en medicina humana y veterinaria puede causar una presion
selectiva, por ende, mayor riesgo de desarrollo de resistencia a antibiédticos en bacterias

(Lee et al., 2013).

Como se muestra en la Figura 13, en este ensayo los valores observados concuerdan
con la hipdtesis planteada, dado que el tratamiento cama de pollo presentd un valor
promedio de 12,96 pg de enrofloxacina kg de lechuga™ y el tratamiento control de 3,16 pg
de enrofloxacina kg de lechuga?, el anélisis por test de Tukey mostré diferencias
significativas entre los tratamientos. Cabe destacar que solo una parcela de las parcelas

control presenté un valor distinto a cero, esto puede deberse a translocacion de antibidticos
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por escorrentia tal como presenta Navarro et al. (2021), dado que las fluoroquinolonas son

solubles en agua.
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Figura 13. Valores promedio de Enrofloxacina en hojas de lechuga (ug de antibiético . kg muestral) en muestras de
hojas de plantas de lechuga al momento de la cosecha para los tratamientos control y cama de pollo. Las lineas
verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la media. Diferentes letras sobre
las columnas indican diferencias significativas entre los tratamientos: control y cama de pollo de acuerdo a los analisis
a posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio
estandar de la media.

La misma situacidn ocurre cuando se analiza la cantidad de ciprofloxacina en lechuga
tal como se ve en la Figura 14. La concentracidn de ciprofloxacina es menor que la
concentracion de enrofloxacina, ya que en este sistema la primera es un metabolito de la
segunda (Carrillo, 2008). Los valores promedios obtenidos en esta variable fueron de 2,13
ug de antibidtico kg de lechuga™ para el tratamiento control y de 9,76 pg de antibidtico kg
de lechuga™ para el tratamiento cama de pollo, presentando diferencias estadisticamente

significativas entre ambos.
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Figura 14. Valores promedio de Ciprofloxacina (ug de antibiético . kg de muestra!) en hojas de plantas de lechuga al
momento de la cosecha para los tratamientos control y cama de pollo. Diferentes letras sobre las columnas indican
diferencias significativas entre los tratamientos: control y cama de pollo de acuerdo a los analisis a posteriori de
Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la
media. Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la media.
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Figura 15. Valores promedio de antibidticos totales (pug de antibiético . kg muestrat) en hojas de plantas de lechuga al
momento de la cosecha para los tratamientos control y cama de pollo. Resultado de la suma de enrofloxacina y de
ciprofloxacina presente en el tejido de lechuga muestreado al momento de la cosecha. Diferentes letras sobre las

columnas indican diferencias significativas entre los tratamientos: control y cama de pollo de acuerdo a los analisis a

posteriori de Tukey (p<0,05). Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio
estandar de la media. Las lineas verticales por encima y por debajo de cada barra representan el desvio estandar de la
media.

La diferencia entre los tratamientos es mas notable cuando se analizé la suma de

ambos antibidticos (Figura 15). Dando valores promedio de 5,3 pg de antibidtico kg de
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lechuga™ para el tratamiento control y de 24,7 ug de antibidtico kg de lechuga™ para el
tratamiento cama de pollo, presentando diferencias estadisticamente significativas. Esto
representa un riesgo para la salud ambiental, humana y animal, como expresa Mendoza
(2011) en su articulo de revision sobre la resistencia bacteriana a los antibioticos, la
presencia de antibidticos en un ambiente favorece a la formacion de individuos resistentes

a este.
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6- Conclusiones

En este trabajo de final de grado se obtuvieron evidencias que permiten aceptar, al

menos parcialmente, las hipdtesis planteadas.

El agregado de cama de pollo, previamente compostada por el método de pila estanca
mejora las condiciones quimicas de un suelo horticola medidas a través de los indicadores
Materia Organica Total y Nitrégeno Total, con respecto a los tratamientos Control (cultivo
horticola sin fertilizacién) y cultivo horticola con fertilizacion quimica. Sin embargo, el
agregado de cama de pollo, previamente compostada por el método de pila estanca, no

muestra efectos sobre la variable quimica relaciéon Carbono/Nitrégeno.

El agregado de cama de pollo, previamente compostada por el método de pila
estanca, mejora la actividad bioldgica de un suelo horticola, medida a través del indicador
Respiracion Basal, con respecto a los tratamientos Control (cultivo horticola sin fertilizacion)
y cultivo horticola con fertilizaciéon quimica. Esto es debido a que la cama de pollo aporta
materia orgdnica para que los microorganismos puedan desarrollarse. Sin embargo, este
tratamiento, no muestra efectos diferenciales sobre la variable Respiracién inducida por
sustrato. Esto puede darse a que, como en la respiracion basal el tratamiento cama de pollo
arrojo un valor mas alto, no hay una respuesta al agregado de un sustrato labil porque en
el suelo no hay limitacién de carbono. En los dos tratamientos restantes, como hay una
limitante de carbono, la respiracion tuvo una fuerte respuesta con el agregado de un
sustrato |abil. Por otro lado, se podria hipotetizar que la presencia de antibidticos, que
provinieron del sustrato cama de pollo, actué como inhibidor de las comunidades de
bacterias susceptibles; lo que llevo a que este parametro diera mas bajo de lo esperado y
no muestre diferencia estadistica entre el tratamiento cama de pollo y los demas

tratamientos.

Las lechugas cultivadas en sistemas horticolas que utilizan como sustrato la cama de
pollo proveniente de producciones tradicionales, y cuyo sistema de compostado es de cama
estanca, pueden contener niveles detectables de antibidticos en su biomasa foliar. A largo

plazo, esto puede plantear un problema para la salud de los consumidores de estos
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productos, debido al riesgo de consumir antibidticos y la posibilidad de propagacién de
bacterias resistentes a antibidticos que son criticamente importantes para la salud humana

y animal.

Es necesario disefar estrategias para obtener un sustrato de calidad agrondmica que
permita cerrar el ciclo de nutrientes en el agroecosistema, sin que esto implique un riesgo
de transmisién de antibidticos que luego podrian afectar al ambiente y a los consumidores.
Sobre todo, orientado con el enfoque de “una sola salud” (One health) elaborada por el One

Health High-Level Expert Panel (OHHLEP), también promovido por la FAO.
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