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ABSTRACT
Objective: To evaluate the effect of liquid humus samples (HL) on the percentage, index and rate of germination of 

Lepidium sativum, Medicago sativa and Raphanus sativus.

Design/methodology/approximation: Liquid humus (HL) samples were obtained from the aqueous extract of a 

commercial vermicompost. A completely randomized design was performed using different HL:water concentration 

gradients (1 to 104 mg mL1) and compared to the effect of a 1010 to 102 mol/L concentration gradient of indoleacetic 

acid. (AIA). An infrared spectroscopy analysis was performed on the HL and AIA samples to compounds identification and/

or similar molecular structures between both samples.

Results: The seeds less sensitive to the bioactive compounds present in the sample of HL are M. sativa with the lower 

inhibition in all treatments. Seeds of L. sativum and R. sativus were more sensitive. The TC, TD and TE treatments 

corresponding to the HL extracts showed to have biological activity similar to the treatments T06, T07 and T08 of the AIA, 

with the germination index as the main bioassay to observe this response. The FT-IR analysis of the HL extract showed 

similarity when compared to the AIA spectrum, finding similarities in the bands corresponding to the indole group, which 

is the base functional group of the AIA.

Limitations on the study/implications: Is recommended to carry out a second stage of research that includes the 

extraction of indole compounds to HL samples and their subsequent purification and identification, using spectroscopic 

techniques.

Findings/Conclusions: Both stimulant and inhibitory effects of germination are due to the presence of bioactive 

compounds with biological activity similar to plant growth regulators. Therefore, HL samples were analyzed using an 

infrared spectroscopy, finding signals of compounds with functional groups similar to AIA. This indicate the possibility 

of the presence of AIA and look for the characterization of the HL extract using 

purification and identification techniques, such as mass spectrometry.
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RESUMEN 
Objetivo: Evaluar el efecto de muestras de humus líquido (HL) en el porcentaje, 

índice y velocidad de germinación de Lepidium sativum, Medicago sativa y 

Raphanus sativus.

Diseño/metodología/aproximación: Se evaluó el efecto de muestras de humus 

líquido (HL), que se obtuvo a partir del extracto acuoso de una vermicomposta 

comercial. Se realizó un diseño completamente al azar empleando diferentes 

gradientes de concentración HL:agua (1 a 104 mg mL1) y se comparó con el 
humus 

líquido
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efecto de un gradiente de concentración de 1010 a 102 mol L1 de 

ácido indolacético (AIA). Se realizó un análisis de espectroscopia de 

infrarrojo a las muestras de HL y AIA, para la identificación de compuesto 

y/o estructuras moleculares similares entre ambas muestras.

Resultados: Las semillas menos sensibles a los compuestos 

bioactivos presentes en la muestra de HL son M. sativa al presentar 

menor inhibición en todos los tratamientos, siendo más sensibles 

las semillas de L. sativum y R. sativus. Los tratamientos TC, TD y TE 

correspondientes a los extractos de HL mostraron tener actividad 

biológica similar a los tratamientos T06, T07 y T08 del AIA, siendo el 

índice de germinación el principal bioensayo en donde se observa esta 

respuesta. El análisis de FT-IR del extracto de HL mostró semejanza al 

ser comparado con el espectro de AIA, encontrándose similitudes en 

las bandas correspondientes al grupo indol, que es el grupo funcional 

base del AIA.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Se recomienda realizar 

en una segunda etapa de investigación que incluya la extracción de 

compuestos indólicos a muestras de HL y su posterior purificación e 

identificación, mediante técnicas espectroscópicas

Hallazgos/conclusiones: Los efectos estimulantes e inhibitorios de la 

germinación se deben a la presencia de compuestos bioactivos con 

actividad biológica similar a los reguladores del crecimiento vegetal, 

por ello se analizaron las muestras de HL, empleando un equipo de 

espectroscopia de infrarrojo, encontrándose señales de compuestos 

con grupos funcionales similares al AIA. Esto nos permite dejar abierta 

la posibilidad a la presencia de AIA y buscar la caracterización del 

extracto de HL empleando técnicas de purificación e identificación 

como la espectrometría de masas.

Palabras clave: germinación, humus líquido, inhibición.

INTRODUCCIÓN

E
l vermicomposteo es un proceso donde los residuos orgánicos biode-

gradables se descomponen, bajo condiciones controladas, generando 

CO2, H2O y materia orgánica estabilizada o “vermicompost” (Varnero et 

al., 2007; García-Martínez y Arozarena, 2009). Este producto final puede ser 

utilizado como componente base para la elaboración de sustratos especiali-

zados de uso agrícola. Sin embargo, emplearlos sin análisis, puede provocar 

diversos efectos en los cultivos, tales como deformaciones de follaje, retraso 

de la maduración e irregularidad en el tamaños de fruto, inhibición de la ger-

minación, entre otros; debidos a la presencia de metabolitos o compuestos 

bioactivos, que pueden ser algún regulador del crecimiento vegetal (auxinas, 

citocininas, giberelinas) (De Kock, 1955; Chuko et al., 1996, Enríquez-Peña et 

al., 2004; Suthar, 2010; Mirasari y Smith, 2014; Tarkowská et al., 2014). Estos 

compuestos bioactivos, pueden generar efectos perjudiciales en el desarro-

llo de las plantas, inhibiendo la germinación de semillas o el crecimiento de 

raíces por lo que es altamente riesgosa su utilización en cultivos. La deter-

minación de estas sustancias bioactivas en forma independiente encarece 

los análisis. Esto ha incentivado el uso de los bioensayos con semillas sensi-

bles (Gaur, 1964; Slavik, 2005; Varnero et al., 2007), para evaluar los efectos 

sinérgicos de estas sustancias en la 

germinación y el crecimiento de las 

plantas (Csicsor, 1994; Qadir et al., 

2005; Llori et al., 2007; Miransari y 

Smith, 2014; Tarkowská, 2014).

Diversas metodologías han sido 

puestas a punto con este objetivo; 

y entre ellas, la de mayor alcance 

corresponde a la determinación del 

índice de germinación utilizando 

berro de agua (Lepidium sativum) 

en extractos de compost propues-

ta por García-Martínez y González 

(2005) y Varnero et al. (2007). 

Diversos autores (Enríquez-Peña et 

al., 2004; Slavik, 2005; Sharifi et al., 

2007; Varnero et al., 2007; García-

Martínez y Arozarena, 2009) de-

terminaron el índice y la velocidad 

de germinación. Con base en lo 

anterior, se emplearon semillas de 

Lepidium sativum, Medicago sativa 

y Raphanus sativus, debido a que 

fueron las especies que mostraron 

mayor sensibilidad a sustancias bio-

estimulantes (Varnero et al., 2007), 

con el fin de evaluar su porcentaje, 

índice y velocidad de germinación 

en presencia de un extracto acuoso 

de humus líquido y ácido indolacé-

tico determinando la actividad de 

sustancias bioactivas o bioestimu-

lantes o inhibitorias de una vermi-

composta comercial.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se emplearon muestras de humus 

líquido (HL), extracto acuoso de ver-

micomposta comercial elaborada a 

partir de residuos agrícolas (Happy 

Flower, S.A. de C.V.). El estándar de 

ácido indolacético (AIA) utilizado 

durante el desarrollo del trabajo ex-

perimental fue grado analítico (Sig-

ma Chemical Co., St. Louis Missou-

ri, USA). Los reactivos y disolventes 

empleados fueron grado analítico 

(J.T. Baker).
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Determinación de pH y conducti-

vidad. Se pesaron 10 g de la mues-

tra de HL, a la cual se le incorpora-

ron 100 mL de agua desionizada, se 

homogenizó mediante ultrasonido, 

empleando un sonicador (Cole 

Parmer, PC620R-2) durante 30 min 

a temperatura ambiente. Transcu-

rrido este tiempo las muestras se 

filtraron utilizando papel Whatman 

de poro grueso y el filtrado obte-

nido se utilizó para la determina-

ción de pH y conductividad eléc-

trica empleando un conductímetro 

(Conductronic modelo PC18), las 

determinaciones se realizaron a 

temperatura ambiente.

Determinación de cenizas. Cinco 

gramos de muestra seca se coloca-

ron en una mufla, en donde la tem-

peratura fue aumentando gradual-

mente hasta llegar a la calcinación, 

aproximadamente 800 °C, trascu-

rrida 1 h a esta temperatura, se dejó 

enfriar la muestra en un desecador 

y posteriormente se pesó.

Determinación de la materia or-

gánica. El análisis se realizó de 

acuerdo con la Norma Mexicana 

(NMX-AA-021, SAGARPA, 2007). 

A muestras de 0.1 g de HL, se les 

agregaron 10 mL de K2Cr2O7 1 N 

y 20 mL de H2SO4 concentrado, la 

mezcla se agitó vigorosamente du-

rante 1 min, dejándola reposar por 

30 min a temperatura ambiente, 

posteriormente se adicionaron 100 

mL de agua desionizada, 10 mL de 

H3PO4 y 0.5 mL de difenilamina, la 

muestra se homogenizó perfecta-

mente mediante ultrasonido, co-

locándola en un sonicador por 10 

min a temperatura ambiente. Pos-

teriormente se dejó reposar por 

10 min y se tomó una alícuota de 

25 mL, la cual se tituló empleando 

FeSO4 7H2O 0.5 N. 

Preparación de los extractos 

acuosos de la vermicomposta co-

mercial. Se realizaron diluciones 

acuosas empleando agua destilada 

como diluyente, hasta obtener un 

gradiente de concentraciones de 1, 

101, 102, 103 y 104 mg de HL 

por mL, homogenizando las solu-

ciones en un sonicador (marca Cole 

Parmer, PC620R-2) por un periodo 

de 15 min a temperatura ambien-

te, estas diluciones se envasaron y 

conservaron en refrigeración y obs-

curidad hasta su uso; se utilizó agua 

destilada como testigo.

Como estándar de referencia se uti-

lizó ácido indolacético (AIA), el cual 

se pesó y disolvió primeramente 

empleando 1 mL de metanol y pos-

teriormente se aforó hasta un volu-

men de 10 mL con agua destilada; 

para posteriormente obtener un 

gradiente de concentraciones de 

102, 104, 106, 108 y 1010 M de 

AIA.

Se emplearon semillas de Lepidium 

sativum, Medicago sativa y 

Raphanus sativus, (Happy Flower, 

S. A. de C. V.), las cuales se lavaron 

con agua destilada estéril tres veces, 

seguido de tres lavados sucesivos 

con NaClO al 1%v/v y nuevamente 

volver a lavar cinco veces con agua 

destilada estéril, para finalizar las se-

millas se sumergieron en 100 mL de 

agua destilada por 60 min; con las 

semillas desinfestadas se realizó una 

selección homogénea en cuanto a 

forma y tamaño.

Bioensayo de la germinación. En 

55 cajas Petri de 10 cm de diámetro, 

se colocó una base de papel filtro de 

poro grueso, el total de las cajas se 

dividieron en 11 lotes de, cada lote 

se humedeció hasta saturación (10 

mL aproximadamente) con: agua 

destilada (testigo), los tratamientos 

de HL (1, 101, 102, 103 y 104 

mg mL1) y los correspondientes al 

estándar (102, 104, 106, 108 y 

1010 M AIA). Se colocaron 10 semi-

llas en cada una de las cajas Petri, se 

taparon para evitar la evaporación y 

se llevaron a la cámara de incuba-

ción; la germinación se efectuó en 

un cuarto oscuro dentro de una cá-

mara con humedad constante y una 

temperatura de 24 °C, la duración 

del bioensayo fue de 4 d, conside-

rando germinadas las semillas cuan-

do presentaban emergencia de la 

radícula (Enriquez-Peña et al., 2004; 

Miransari y Smith, 2014).

El índice de germinación (IG), defi-

nido como la medida del tiempo de 

germinación en relación con la ca-

pacidad germinativa, y la velocidad 

de germinación (M), definida como 

la relación del número de semillas 

germinadas con el tiempo de ger-

minación, se calcularon de acuerdo 

con Enríquez-Peña et al. (2004) me-

diante las ecuaciones:

IG
n t

N
M

n

t
i i i=

( )
=

( )∑
∑

Donde IGíndice de germinación; 

ninúmero de semillas germina-

das en el día i; tinúmero de días 

después de la siembra; Ntotal de 

semillas sembradas; Mvelocidad 

de germinación; ttiempo de ger-

minación de la siembra hasta la ger-

minación de la última semilla.

Los resultados obtenidos se analiza-

ron empleando PROC ANOVA del 

paquete estadístico S.A.S. versión 

6.0 (SAS Institute, 1989). Las dife-

rencias entre las medias de los tra-

tamientos se determinaron median-

te un análisis de medias de Tukey 
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(0.05), para evaluar el efecto de las variables 

relacionadas con la respuesta de germinación.

Análisis por FTIR. Los espectros de infrarrojo se 

realizaron en un espectrofotómetro (ThermoNi-

colet modelo Avatar 300 FT-IR) con transforma-

da de Fourier equipado con un detector DTGS 

de KBr. El tratamiento de los espectros se realizó 

con el programa EZ OMNIC. Las muestras de HL 

y AIA se analizaron directamente en un espec-

trofotómetro de IR, empleando para su análisis 

un accesorio de reflectancia difusa, para ello pre-

viamente se evaporó el solvente de las muestras, 

eliminando el exceso de agua y etanol, para así 

evitar la contaminación del sistema óptico del 

equipo al trabajar en vacío. Los espectros de in-

frarrojo de ambas muestras de HL y AIA se reali-

zaron con 64 barridos de la muestra en modo de trasmi-

sión con intervalo de longitud de onda de 4000 a 400 

cm1, colocando de manera directa las muestras en el 

accesorio de reflectancia difusa.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Los análisis efectuados a las muestras de HL se realiza-

ron por triplicado, con el fin de verificar la reproducibili-

dad de los datos. En el Cuadro 1 muestra los resultados 

del análisis de calidad de las muestras analizadas, e indi-

can que los valores de pH están dentro del rango ópti-

mo para el crecimiento de las plantas (Suthar y Sharma, 

2013; Wani et al., 2013). En cuanto a los niveles de sales 

solubles que presenta el HL, permitiría clasificarlos como 

de buena calidad.

Extractos de humus líquido en la germinación de 

Medicago sativa, Lepidum sativum y Raphanus sativus

Las semillas de M. sativa presentaron el mayor porcenta-

je de germinación de manera global (100%), solo hubo 

inhibición de la germinación en el tratamiento TA (1 mg 

mL1), mientras que los valores más bajos (0%) corres-

pondieron a Lepidum sativum y Raphanus sativus (Cua-

dro 2). Las muestras de HL y AIA en sus diferentes con-

centraciones, prácticamente no afectaron el patrón de 

Cuadro 1. Caracterización de las muestras de humus líquido (HL).

Parámetro evaluado Valor

pH  9.30.130

Conductividad Eléctrica (µS/cm) 18.020.060

Cenizas (%)  0.700.002

Materia orgánica (%) 81.982.690

Cuadro 2. Porcentajes de germinación de semillas de Lepidium sativum, 
Medicago sativa y Raphanus sativus tratadas con humus líquido (HL) y ácido 
indolacético (AIA).

Tratamiento Concentración L. sativum M. sativa R. sativus

Testigo 00 (mg mL1) 100 a 100a 100a

HL

TA: 1 0 b 0 d 0 b

TB: 101 0 b 50 c 0 b

TC: 102 100 a 100 a 100 a

TD: 103 100 a 100 a 100 a

TE: 104 100 a 100 a 100 a

AIA

T02: 102 mol L1 0 b 95 a 0 b

T04: 104 mol L1 100 a 85 b 100 a

T06: 106 mol L1 100 a 85 b 100 a

T08: 108 mol L1 100 a 100 a 100 a

T10: 1010mol L1 100 a 85b 100 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P0.05).

germinación. Los tratamientos TC, TD, TE, T04, T06, T08 

y T10 promovieron la germinación totalmente, no exis-

tiendo un efecto significativo de inhibición. Por tanto, los 

tratamientos TA, TB y T02 son un factor que afecte la 

capacidad germinativa de las semillas, probablemente 

debido a compuestos que inhiban la germinación, aun 

cuando la concentración de las muestras de HL es baja, 

se observa un claro efecto. Siendo M. sativa, la que es 

menos sensible a la presencia de compuestos estimu-

lantes.

Los valores del índice de germinación (Cuadro 3), indica 

que las semillas con mayor efecto negativo fueron las de 

Raphanus sativus para todos los tratamientos, mientras 

que las menos afectada fueron Lepidium sativum. Esto 

sugiere que, en condiciones de presencia de HL, exis-

te una respuesta inhibitoria o fitotóxica, similar a lo re-

portado por Varnero et al. (2007). Sin embargo, para los 

bioensayos empleando M. sativa y R. sativus se observó 

un efecto estimulante.

Generalmente la velocidad de germinación aumenta en 

forma directa con algunos factores como la tempera-

tura, agua y presencia de bioestimulantes (Taylor et al., 

1999). El Cuadro 4 muestra un efecto estimulante para 

las tres semillas empleadas, siendo únicamente los tra-

tamientos TA, TB y T02 los que inhiben la velocidad de 

germinación.

Los resultados del efecto en la germinación obtenidos 

para HL y AIA indicarían mayor sensibilidad de Lepidium 

sativum y Raphanus sativus a sustancias fitotóxicas o es-

timulantes presentes, similar a lo reportado por Csicsor 
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et al. (1994), Varanini y Pinton (1995), Enriquez-

Peña et al. (2004) y García-Martínez y Arozarena 

(2009).

Análisis FTIR de las muestras de Humus líquido

La Figura 1 muestra los espectros de IR de las 

muestras de ácido indolacético (AIA) y humus 

líquido (HL), en la longitud de onda de 3500 a 

3600 cm1, registrando una banda correspon-

diente a un OH; de tal forma que en la longitud 

de 3100 cm1 corresponde a un NH (pirrol), y 

en el rango de 2200 a 2400 cm1, se encuen-

tran las vibraciones del esqueleto de un anillo 

aromático, así también se observa los sobreto-

nos del anillo aromático en el rango de 1800 a 

2000 cm1, aunque no bien definidos al espec-

tro de AIA mientras que en el espectro de HL se 

muestras más definidos, en la zona de los 1600 

cm1 se encuentra una banda correspondiente 

a un carbonilo de un ácido carboxílico.

En la comparación de los espectros de las 

muestras de AIA y de HL (Figura 1) se observa 

una similitud entre ambos espectros aunque 

con ciertas variaciones, en el espectro de HL 

se observa que presenta una serie de peque-

ñas señales a lo largo de todo el espectro esto 

se atribuye a que puede existir alguna peque-

ña contaminación que contenga la muestra, y 

cerca de la longitud de onda de los 2900 cm1 

se observa un desplazamiento muy marcado 

mientras que el espectro de AIA no lo muestra; 

sin embargo, se sugiere que se puede tratar de 

un mismo compuesto por ambas muestras de-

bido a la similitud de los espectros de infrarrojo 

(Bühlman y Affolter, 2000).

CONCLUSIONES

L
a descripción del potencial estimulante o inhibi-

torio de las muestras de Humus Líquido, se esta-

blece con mayor sensibilidad en los bioensayos 

con Lepidium sativum y Raphanus sativus, en 

comparación a los bioensayos con Medicago sativa. El 

IG, como variable que integra diferentes grados de es-

timulación o fitotoxicidad, representa un indicador más 

robusto para describir el potencial estimulante de un 

material orgánico. Este índice permitió evaluar el gra-

do de empleo requerido para el Humus Líquido con 

fines de uso agrícola. El análisis FTIR mostró evidencia 

suficiente, para presumir la presencia de compuestos 

Cuadro 3. Índice de germinación de semillas de Lepidium sativum, Medicago 
sativa y Raphanus sativus tratadas con humus líquido (HL) y ácido indolácé-
tico (AIA).

Tratamiento Concentración L. sativum M. sativa R. sativus

Testigo 00 (mg L1) 1 a 5.3 a 1.0 c

HL

TA: 1 0 b 0.0 c 0.0 b

TB: 101 0 b 0.5 c 0.0 b

TC: 102 1 a 5.7 a 5.3 a

TD: 103 1 a 5.6 a 5.9 a

TE: 104 1 a 5.7 a 5.9 a

AIA

T02: 102 mol L1 0 b 0.9 b 0.0 b

T04: 104 mol L1 1 a 0.8 b 8.8 d

T06: 106 mol L1 1 a 0.8 b 5.7 a

T08: 108 mol L1 1 a 1.0 b 5.9 a

T10: 1010 mol L1 1 a 4.2 a 5.9 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P0.05).

Cuadro 4. Velocidad de germinación de semillas de Lepidium sativum, 
Medicago sativa y Raphanus sativus tratadas con humus líquido (HL) y ácido 
indolácético (AIA).

Tratamiento Concentración L. sativum M. sativa R. sativus

Testigo 00 (mg mL1) 100 a 83.3 b 100.0 a

HL

TA: 1 0 b 0.0 d 0.0 b

TB: 101 0 b 50.0 c 0.0 b

TC: 102 100 a 93.3 a 83.3 c

TD: 103 100 a 90.0 a 96.7 a

TE: 104 100 a 93.3 a 96.7 a

AIA

T02: 102 mol L1 0 b 95.0 a 0.0 b

T04: 104 mol L1 100 a 85.0 b 85.0 c

T06: 106 mol L1 100 a 85.0 b 93.3 a

T08: 108 mol L1 100 a 100.0 a 96.7 a

T10: 1010 mol L1 100 a 65.0 c 96.7 a

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes 
(P0.05).

similares al ácido indolacético; sin embargo, recomen-

damos realizar en una segunda etapa, la extracción de 

compuestos indólicos a muestras de HL y su posterior 

purificación e identificación, mediante técnicas espec-

troscópicas.
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Figura 1. Espectros de las muestras de  AIA y  HL.
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