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lIl. RESUMEN

En este estudio se comparé la presencia de As en suelos y agua de tres sitios
(Salitre en Zimapén, estado de Hidalgo., Bella Vista del Rio, estado de Querétaro
y el municipio de Querétaro, del mismo estado) la bioacumulacion en (raiz, tallo,
hoja, vaina y grano) del garbanzo (Cicer arietinum ) y los efectos genotoxicos de
los lixiviados de los suelos en tres bioensayos Tradescantia (Trad-MCN,
microndcleos en tétradas), Trad-MSPE, mutaciones en pelos estaminales) y

micronucleos en células de la raiz de garbanzo (Cicer-MCN).

Se efectuaron seis experimentos en cinco réplicas. Los resultados demostraron
que los suelos se clasifican como neutros a moderadamente alcalinos, con efectos
despreciables de salinidad y reductores intermedios. Los potenciales zeta
mostraron que son suelos con suspensiones coloidales moderadamente estables.
Por los porcentaje de humedad, resultaron de moderados a altos, y las texturas,
de arcillosos a arenosos. Se analizO ademas, densidad aparente, capacidad de
campo, agregados estables y capacidad de intercambio catidnico, y demostraron
ser significativamente diferentes los tres suelos excepto en el caso de la velocidad
de infiltracion y el espesor del horizonte A, en los suelos de Bella Vista y
Querétaro que resultaron ser semejantes; sin embargo, para los tres suelos se
encontraron bajos contenidos de materia organica. El carbono y nitrdgeno, son
significativamente diferentes para los suelos estudiados.

1 se encontrd el

Para las concentraciones de arsénico expresadas en pg/Kg -
siguiente orden: suelo de Querétaro (12.67), Bella Vista, Querétaro. (73.25) y El
Salitre, Zimapéan, Hidalgo (726.71). El agua de riego presentd respectivamente

2.54,45.4 y 68.14 ug/L * de As.

Los resultados mostraron que el garbanzo bioacumula en sus diferentes 6rganos
As en el siguiente orden raiz > hoja > tallo > grano > vaina en los cinco grupos
experimentales, en el grupo control negativo no fue significativa la concentraciéon

del metaloide como se esperaba. Los lixiviados de los seis experimentos indujeron

4



dafio genotoxico en los diferentes bioensayos utilizados. (Trad-MCN) los
porcentajes de micronucleos mas altos fue para los suelos de El Salitre (SZ/AZ) y
el testigo positivo (SQ/AQC*) Mientras que la prueba (Trad-MSPE), también
demostré respuesta a los diferentes lixiviados de los suelos con un promedio de
3.841.0 a 1.4+£0.9 mutaciones/1000 pelos estaminales comparado con el grupo
testigo 0.8+0.6 a 1.0+.05 p<0.05 (Tukey). Por primera vez se aplico la prueba de
microndcleos en raiz de garbanzo. Los valores presentaron una correlacién de
R?=0.951 con un valor de 3.23+0.15 micronlcleos/1000 células, y diferencia
significativa p < 0.05 con respecto al grupo control, 0.63+£0.06 suelo de Querétaro

regado con agua de Querétaro (SQ/AQ).



IV. ABSTRACT

In this study the levels of Arsenic (As) in soils and water from three different
sites (Salitre in Zimapan, State of Hidalgo, Bella Vista del Rio, State of Querétaro,
and the municipality of Querétaro, State of Querétaro) were compared; its
bioaccumulation in Chickpea (Cicer arietinum) crops in root, stem, leaf, pod and
grain. In addition the genotoxic effects of leachates were studied using three
different bioassays, Tradescantia (Trad-MCN, micronuclei in tetrads), Trad-MSPE

(Mutations in Stamen hairs) and micronuclei root cells of chickpea (Cicer-MCN).

Six experiments were carried out with five replicates each one. The results showed
that soils could be classified as neutral to moderately alkaline, with negligible effect
of salinity and intermediate gearboxes. The zeta potential showed that the
analyzed soils are moderately stable colloidal suspensions. The moisture
percentage, were from moderate to high, and textures, from clay to sandy. Bulk
density, field capacity, stable aggregates, cation exchange capacity, carbon and
nitrogen content, were also analyzed, and it could be concluded that the three soils
are significatively different. However, infiltration rate and thickness of the horizon
for Bella Vista and Querétaro soils were found to be similar. Low organic matter

content was found for the three soils.

Arsenic concentrations (in pg/Kg) were found in the three soils as follows:
Querétaro (12.67), Bella Vista (73.25) and El Salitre (726.21), and in the case of
irrigation water 2.54, 45.4 and 68.14 ug/L of As respectively.

The results showed that chickpea bioaccumulate Arsenic in different organs in the
following order root> leaf> stem> grain> pod, in the case of the negative control
group, Arsenic concentration was not significant as expected. The leachate from
six experiments induced genotoxic damage in the different bioassays used. In the
case of (Trad-MCN) micronuclei rates were higher for El Salitre soil (SZ/AZ) and
for the positive control (SQ/AQC), while the test (Trad-MSPE), also showed
different response to soils leachate, an average of 3.8 =+ 1.0 to 1.4 £ 0.9
mutations/1000 Stamen hairs compared to control group 0.8 + 0.6 to 1.0 £ 0.05 p

<0.05 (Tukey). For the first time was applied the micronuclei test in chickpea roots.



The values showed a determination coefficient of R?>= 0.951 with a value of 3.23 +
0.15 micronuclei/1000 cells, and significant difference at p <0.05 compared to the
control group 0.63 + 0.06, Querétaro soil irrigated with water from Querétaro (SQ /

AQ).



V. INTRODUCCION

La contaminacion de suelos, aire y agua se genera, principalmente por las
actividades antropogénicas, siendo la contaminacion del agua en los mantos
freaticos uno de los principales problemas a que se enfrenta la humanidad, debido
a escurrimientos y filtraciones al subsuelo de las precipitaciones pluviales
naturales que arrastran contaminantes solubles de la atmésfera y los suelos, asi
como de las aguas residuales industriales con destinos finales de los rios vy
cuencas hidrolégicas (Viessman and Hammer, 1993). Esto ocasiona el deterioro
en los sistemas y cuencas hidrogeoldgicas.

La acumulacion de los metales pesados y metaloides en sedimentos y
tejidos vegetales, bien sea por adsorcién y/o coprecipitacion u otras formas de
asociacion natural a éstos incluida la bioacumulacién, constituyen un modo de
minimizar su transporte y propagacion (Prieto et al. 2005). No obstante, esto
puede acarrear a la larga consecuencias negativas para el entorno ecobiologico,
ya que variaciones del medio circundante a los sélidos y sedimentos pueden
producir la lixiviacion de cantidades significativamente elevadas al estado disuelto
y con ello accesibles a los sistemas acuosos y seres vivos (Federova et al. 2007).
Por otra parte su acumulacion en tejidos vegetales, pueden llegar a producir dafios
genotdxicos en sus células y de esta forma, se incorporan al hombre por la cadena
alimentaria.

Por todo esto, no sélo resulta de interés el conocimiento de los niveles de
concentracion total de los elementos metélicos que se encuentren acumulados en
suelos, sino ademds, aquellas concentraciones bioacumuladas en tejidos
vegetales de alta sensibilidad, que provocan dafios genotéxicos en sus células y
su incorporacion en seres humanos y animales, como productos de consumo. En
resumen podemos decir que la toxicidad o actividad biolégica de un elemento en
particular, y en este estudio especificamente, centrando la atencion en el Arsénico
(As), sus mecanismos de transporte y propagacion, su movilidad o capacidad
reaccionante, puede variar drasticamente dependiendo de la forma quimica

concreta en que se encuentre y las concentraciones permisibles.



VI. ANTECEDENTES
VI.1La mineria en México

La mineria en México tiene gran importancia histérica, porque ha sido una
fuente importante en el desarrollo social, politico, econémico y religioso. Nuestro
pais tiene enormes riquezas de recursos naturales y entre ellos estan los metales
preciosos como el oro y la plata. La mineria se remonta desde nuestros
antepasados indigenas (Lopez 2009). Poco se sabe acerca de las técnicas de
explotacion que utilizaban nuestros antepasados indigenas, ya que solo contaban
con herramientas de piedra, de vegetales y el esfuerzo fisico para realizar las
actividades mineras. No conocian el hierro, sin embargo, recuperaban metales de
las minas. Algunos historiadores mencionan que los aztecas en la época de
Moctezuma recibian tributo en minerales de 18 provincias (Acura 1986). En estas
se encontraban las minas del Cerro del Aguila en Guerrero donde se explotaba el
cobre, el Cerro de Navajas para la explotacion de obsidiana, en San Joaquin, en el
Fuerte de Ranas en el estado de Querétaro para el mercurio y en Taxco Guerrero,
el estafio. El conocimiento de los indigenas acerca de las minas era tal que
guiaban a los conquistadores hasta los lugares de riqueza mineral (Vargas, 1949).

A través de los afios, México ocupd un lugar importante en la produccion de
metales preciosos, principalmente en plata, ya que tenia la mayor cantidad de
minas de plata en la época de la colonia. La plata era muy demandada en Europa
y casi toda era aportada por la corona espafiola que le llegaba de la explotacién
en México (Panczer 1987). El oro solo se le consideraba acompafiante de la plata,
llamados metales preciosos actualmente, siempre estaban acompafiados de
impurezas de otros metales como plomo, cobre y zinc; esta situacion fue un reto
para el hombre encontrar mejores procesos fisicos y quimicos para obtener
metales mas puros, entre los cuales estan la fundicion, la amalgamacion con
mercurio, después la lixiviacion con acido clorhidrico e hiposulfito de sodio,
cianuracion y por ultimo la flotacion quimica. Es importante resaltar el hecho de
qgue la mineria es una medida del progreso de la humanidad y México no fue la
excepcion, ha tenido grandes riqguezas minerales las cuales han sido explotadas

para crear riqueza, poderes politicos, sociales y religiosos. Estos poderes han
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tenido transiciones a través de los aflos y han pasado de unas manos a otras,

incluyendo capitales extranjeros. Actualmente, se siguen explotando y las

ganancias son afectadas por el control de precios de los mercados internacionales

gue se mueven acorde a los beneficios particulares de algunos cuantos. México

actualmente tiene yacimientos mineros en 32 entidades federativas con

explotacion principal de 10 minerales (oro, plata, plomo, cobre, zinc, fierro, coque,

azufre, barita y fluorita) y se encuentra posicionado a nivel nacional e internacional

(Cuadro 1)

Cuadro 1. Produccion de algunos metales en México

Lugar México
Metal Estado Volumen en en el
México Mundo
Durango 8567 Kg 1°
Oro Sonora 5895 Kg 2° 9°
Querétaro 1363 Kg 3°
Plata Zacatecas 1345130 Kg 1°
Durango 411 568 Kg 2° 3°
Chihuahua 264 440 Kg 3°
Cobre Sonora 349 227 Ton 1°
Zacatecas 24 944 Ton 2° 11°
San Luis Potosi 18 072 Ton 3°
Plomo Zacatecas 51904 Ton 1° 5o
Chihuahua 43 379 Ton 2°
Durango 8590 Ton 3°

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2004 (INEGI).

VI.2 Contaminacién por residuos mineros.

La actividad antropogénica en la industria minera promueve diferentes

alteraciones en la superficie de la tierra asi como en el agua y aire. Estas

10



alteraciones inician desde el movimiento de tierras en la corteza terrestre, las
cuales pueden ser superficiales o subterraneas. Residuos que son generados en
el proceso de extraccion de los minerales a los cuales se le han agregado
compuestos quimicos se les llaman jales, los cuales inundan grandes areas de
terreno a cielo abierto. Los jales, suelen estar contaminados con metales pesados,
cianuros y acidos, los cuales cambian los parametros naturales del suelo y el
agua. Los residuos o desperdicios de los procesos de la mineria generalmente
llegan a rios y cuencas los cuales contaminan a los suelos, flora y fauna.

En la actualidad los residuos mineros representan un problema y a travées
del tiempo se han acumulado en diferentes lugares del mundo y aln contindan
contaminando el medio ambiente. Algunos autores consideran las actividades
mineras como la nimero uno en contaminacién ambiental a nivel mundial (Lopez
2009). Algunos paises desarrollados han iniciado la recuperacion de aquellos
sitios contaminados por la industria minera y que no son habitables(. Estos sitios
superan la normatividad existente para Europa y Estados Unidos de América de
400ppm para areas de juego (EPA, 2001). En algunos paises de Europa y
Estados Unidos han empezado a recuperar sitios contaminados, o que
actualmente han llegado a niveles criticos de contaminacién por metales pesados;
se estan utilizando diferentes métodos fisicoquimicos para la remediacion de estos

sitios.

VI.3 Contaminacidon por metales pesados

Los metales pesados son conocidos con este nombre por su alta densidad
son: mercurio conl13.1 g/cm? talio 11.85 g/cm® plomo 11.3 g/cm® cadmio
5.7g/cm?®, arsénico 2.7g/cm?, Aluminio 2.70g/cm? y berilio 1,85g/cm® (Chang 2007)
Son considerados toxicos para el hombre y también presentan un problema serio
al ecosistema, ya que algunos de sus compuestos son solubles en agua o bien
son depositados en suelos. Estos metales pesados normalmente se encuentran
en la naturaleza en la corteza terrestre en forma de sales. Cuando estas

concentraciones son modificadas por actividades antropogénicas, las
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concentraciones se modifican y empiezan a generar un desequilibrio ecoldgico en
el al agua, suelo y aire. (ATSDR, 2007)

Algunos metales pesados (Cd*?, Hg? y Pb*) tienen una relaci6n
carga/masa baja y se les considera acidos de Lewis blandos que se unen a bases
blandas que actuan sobre bases de cisteina en las proteinas con radicales RS’
estableciendo de esta manera su toxicidad en los seres vivos. También
dependiendo de las condiciones 6ptimas de acidez o basicidad, sustituyen a otros
cationes tales como el zinc en algunas proteinas, el calcio en los huesos y en
actividades celulares donde hay intercambio i6nico en las membranas de las
células, inhibiendo el metabolismo y funciones normales a nivel celular. El
arsénico es uno de los elementos mas toxicos conocidos, niveles altos de

Arsénico pueden causar la muerte (ATSDR, 2007).

VI.4 Arsénico en el ambiente

El As puede ser encontrado de forma natural en el suelo en pequefas
concentraciones. Esto ocurre en el suelo y minerales y puede entrar en el aire,
agua y tierra a través de las tormentas de polvo y las aguas de escorrentia.
El As es un componente que es extremadamente duro de convertir en producto
solube en agua o volatil. En realidad el Arsénico es naturalmente especificamente
un compuesto movil, basicamente significa que grandes concentraciones no
aparecen probablemente en un sitio especifico. Esto es una buena cosa, pero el
punto negativo es que la contaminacién por Arsénico llega a ser un tema amplio
debido al facil esparcimiento de este (Lalwani et al. 2006). ElI Arsénico no se
puede movilizar facilmente cuando este es inmévil. Debido a las actividades
humanas, mayormente a través de la mineria y las fundiciones, naturalmente el
Arsénico inmévil se ha movilizado también y puede ahora ser encontrado en
muchos lugares donde ellos no existian de forma natural.
El ciclo del Arsénico ha sido ampliado como consecuencia de la interferencia
humana y debido a esto, grandes cantidades de Arsénico terminan en el Ambiente

y en organismos vivos. El Arsénico es moyoritariamente emitido por las industrias
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productoras de cobre, pero también durante la produccién de plomo y zinc y en la
agricultura (Sparks 1995)

Este no puede ser destruido una vez que este ha entrado en el Ambiente, asi que
las cantidades que hemos afiadido pueden esparcirse y causar efectos sobre la
salud de los humanos y los animales en muchas localizaciones sobre la tierra.

Las plantas absorben Arsénico bastante facil, asi que alto rango de
concentraciones pueden estar presentes en la comida (Mandal y Zuzuki 2002.)
Las concentraciones del peligroso Arsénico inorganico que esta actualmente
presente en las aguas superficiales aumentan las posibilidades de alterar el
material genético de los peces. Esto es mayormente causado por la acumulacion
de Arsénico en los organismos de las aguas dulces consumidores de plantas. Las
aves comen peces que contienen eminentes cantidades de Arsénico y moriran
como resultado del envenenamiento por As como consecuencia de la
descomposicion de los peces en sus cuerpos (Thomas et al. 2001). Sin embargo,
en el ambiente el arsénico generalmente se encuentra combinado con otros
elementos como por ejemplo oxigeno, cloro y azufre. El arsénico combinado con
estos elementos se conoce como arsénico inorganico. El arsénico combinado con
carbono e hidr6geno se conoce como arsénico organico. La inmovilizacion de
arsénico en el ambiente se produce a través de la precipitacién de sales de baja
solubilidad y adsorcion en los suelos y sedimentos. Procesos de remediacion
seguiran los mismos principios, y la técnicas mas comunes se basan en
fendbmenos de precipitacion y adsorcion (Lalwani et al. 2006). El objetivo de este
trabajo es mostrar que la purificacion del agua y técnicas de tratamiento de
residuos basado en (1) la precipitacién de calcio, magnesio, y arseniatos de hierro
(1IN, y / o adsorcion (2) o la coprecipitacidon de oxianiones de arsénico es poco
probable que produzca soluciones acuosas con concentraciones de arsénico por
debajo de los valores guia propuesto para el arsénico disuelto en agua potable y
efluentes residuales tratadas. Arseniatos de plomo se presentan como un ejemplo
de menos de metal soluble en arseniatos que el plomo y el control en las
concentraciones de arseniato sistemas acuaticos naturales y se puede utilizar para

técnicas de remediacion bajo ciertas condiciones.
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VI.5. Problemética de los distintos sitios de estudio

VI.5.1.El Salitre, Zimapéan Hidalgo.

La ciudad de Zimapan Hidalgo, se encuentra ubicada dentro del distrito
minero del mismo nombre, y pertenece a la region hidrolégica RH-26 del Panuco,
parte Norte de la Cuenca del Valle de México, y pertenece a la Sub-cuenca del
Rio Moctezuma (figura 1). Los contenidos de As natural resultan evidentes, debido
a la presencia de minerales arsenicales: arsenopirita, FeAsS 0 FeS,.FeAs,
(Cardenas, 1992); Rejalgar, As,S,; Oropimento, As,S;3; Loellingita,FeAs, y
Tennantita, Cui2As,S;3 entre otros (Nufiez, 1999; Burriel et al. 1994). Asi también,
las actividades mineras para la extraccion de Pb, Zn, Cu, Fe, Ag y Au de los
recursos minerales de la zona (Armienta et al, 1995; Corey y Galvao, 1989)
pueden traer como consecuencia un incremento en el contenido de As en las
aguas de los pozos, norias y manantiales de la region, rebasando los limites
maximos permitidos por la Normativa Oficial Mexicana (NOM-127-SSA1-1994),
por lo que la poblacibn que actualmente se estima es cercana a los 42,000
habitantes (Vargas, 1994), estén afectadas y/o habituadas a éste elemento. En el
cuadro 2, se muestran los intervalos de concentraciébn de As en areas que son
consideradas como naturales y/o contaminadas, datos tomados que se admiten
como criterio generalizado (Galvao y Corey, 1987ay b; Corey y Galvao, 1989). Es

de sefalar que en tejidos vegetales, no es permisible la presencia de As.

Cuadro 2. Intervalos de concentraciones de As en areas consideradas
como naturales y contaminadas (Segun datos de Galvao y Corey, 1987ay b;
Corey y Galvéao, 1989).

Compartimento ®As WAs
Ambiental Areas Naturales Areas
Contaminadas

Suelos (mg/Kg) 2.0 40
Aguas 0.001-0.008 -
ocednicas (mg/l)

Rios (mgl/l) 0.01-1.0 0.21-12.6
Aire[] g/m® 0.01-1.6 -
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En el cuadro 3 se presentan las concentraciones maximas permisibles para
As en agua potable, emitidas a nivel mundial por la Norma Oficial Mexicana (NOM,
1994), Organizacion Mundial de la Salud (Galvdo y Corey, 1987a y b; Corey y
Galvéao, 1989), National Primary Drinking Water Regulation (NPDWR) de Estados
Unidos de América (Batsheba, 1996) y la Ley 29/1985 emitida en el Boletin Oficial
del Estado (BOE-1985) en Espafia entre otras. Se aprecia que en todos los

documentos Normativos coinciden los niveles maximos permisibles.

Cuadro 3. Concentraciones limites permisibles para As, en aguas
potables en (mg/L™), segiin Normas Nacionales e Internacionales.

Pais/Organizacion [As] mg L-1
OMS 0.010 (Galvao y Corey, 1987a
WHO 2004)

REUA 0.010 (USEPA 2001)

NPDW 0.010 (Bateshba 1996)

Union Europea 0.010 (BOE 1985, 1989)

Chile 0.050 (Diario Oficial de la
Republica de Chile 1984)

India 0.010 (Mohan y Pittman 2007)

México 0.01* (SSA 1994)

* Norma Oficial Mexicana, NOM-127-SSA1-1994

Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud ha realizado investigaciones
de la calidad de las aguas potables y llegado a la conclusién de que 1/10,000
habitantes tiene riesgo de adquirir cancer de piel debido a la ingestion diaria de
agua con concentraciones de 0.002 mg/l de arsénico (Batsheba 1996). Por
consiguiente, los limites maximos permisibles de arsénico para el agua destinada
al consumo humano en Espafa, por ejemplo, se han reducido a valores de 0.010
mg/l (BOE, 1989), mientras que en México se establecieron en valores de 0.02
mg/l, hasta el aflo 2006 (PROY-NOM-127-SSA-1994, revision de normativa,
Diciembre, 2000), considerandose una disminucion progresiva hasta llegar en el
afio 2006 a 0.01 mg/l. También, datos reportados por la Comision Nacional de

Aguas (CNA, 1992-1998) en el cuadro 4, se indica que la concentracién de As en
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el distribuidor general de aguas de pozo de Zimapan y en los pozos Il, Muhi
(IV), V y Detzani, estan fuera de los limites permisibles que establece la Normativa
Oficial Mexicana en varias de las fechas sefialadas; consecuentemente una gran
parte de la poblacion ingiere agua contaminada con As (Periddico el Universal
2010).

Cuadro 4. Analisis de As en las aguas del Distribuidor General (D. Gen), (muhi),
Detzani y del pozo VI en Zimapan, Hidalgo realizados por la CNA, desde 1992 -1998.

Afo-mes D. Gen. Muhi Detzani Pozo VI
Abr-92 0.5 14 1.3 SD
Mar-93 0.03 1.6 0.8 SD
Mar-96 SD 0.2 0.8 SD
Abr-96 SD SD 0.5 0.001
Jul-96 0.6 SD SD 0.001
Ago-96 0.4 SD SD 0.0007
Dic-96 0.2 0.005 0.002 0.0007
Ene-97 0.1 0.003 0.002 0.0007
Mar-97 SD SD SD 0.001
Jun-97 0.4 SD 0.7 SD
May-98 0.6 SD SD 0.006

SD: Sin Datos reportados

La toxicidad por metales es consecuencia de su no biodegradabilidad, lo
que ocasiona que se acumulen en los distintos puntos del ciclo ecobiol6gico y en
los sistemas hidrogeolégicos (Ferguson, 1990; Vegas, 1997). Compuestos
arsenicales, producen trastornos hepaticos, neurolégicos, hematoldgicos,
cardiacos y hasta la muerte (Galvdo y Corey, 1989; Berman, 1980; Prieto, 1997).
Estos son considerados venenos de caracter protoplasmatico, actuando
principalmente por inhibicion de los sistemas enzimaticos; personas intoxicadas de

forma “crénica” pueden presentar diferentes sintomas: anorexia, diarreas,
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nauceas, problemas en el sistema nervioso y cutaneos (Berman, 1980; Uede y
Furukawa 2003).

El transporte y movilidad de los iones metélicos que se puede producir a
través del manto freéatico (Viessman and Hammer, 1993), trae como consecuencia
el incremento de las concentraciones de éstos en las aguas subterraneas, sobre
todo de aquellos elementos metdalicos que son considerados como toxicos o
peligrosos y muestran caracter acumulativo (Jomova et al. 2011) provocando una

contaminacion natural y/o debida a las actividades humanas.

Se conoce que los suelos y sedimentos constituyen reservorios capaces de
concentrar elementos traza del ambiente, esto es debido a que la mayoria de los
suelos naturales estan caracterizados por sus condiciones oxidantes, cuyos
sedimentos no contaminados estdn usualmente depositados bajo condiciones
deficientes de oxigeno, y en el ambiente se muestran condiciones reductoras
como una consecuencia de las actividades antropogénicas (Magalhaes 2002).
Esto hace que la composicidon de los suelos y sedimentos se modifiquen reflejando
el origen natural de las rocas, el grado de degradacion vy lixiviacion de los mismos
como consecuencia de los ciclos climaticos e influencia externa (Das et al. 1995;
Hirner, 1992); con ello de manera facil, lixivian los elementos metalicos al medio
acuoso y los cultivos que en estos suelos se siembran, se afectan por
acumulacion-bioacumulacion de los mismos. Resulta de interés conocer los
niveles de concentracién total de los elementos metalicos que se encuentran
disueltos en las aguas, asi como también en los suelos y cultivos.

Estudios fisicoquimicos realizados en las aguas de los pozos y del
distribuidor general de la ciudad de Zimapan (Pérez et al., 2003), nos muestran,
que las aguas en la mayoria de los pozos se encuentran contaminadas con
niveles de concentraciones de As que se consideran excedidas de los limites
permisibles establecidos para las aguas potables. También se resume que estas
aguas, son clasificadas como calcicas-magnésicas bicarbonatadas, tipicamente de
"pozos y/o manantiales”, con todos sus parametros de calidad dentro de las

normas de especificaciones de la NOM-127-1994, y de otras normas
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internacionales, con la sola excepcion de los niveles de concentraciones de As
fundamentalmente. Este ultimo hecho, nos permite considerarlas como "No aptas

para consumo humano™ por lo que urge una atencion inmediata.

VI1.5.2. Querétaro, Qro

Querétaro pertenece a dos grandes cuencas hidrolégicas: la cuenca del
Panuco, que desemboca en el Golfo de México y que irriga la parte oriental, y la
cuenca Lerma-Santiago que fluye al lago de Chapala y posteriormente al Océano
Pacifico colinda al este con el estado de Hidalgo. Su clima es seco en la mayor
parte del estado, Las temperaturas y precipitaciones promedio son 18.8 °C / 549
mm. (Anuario estadistico de Querétaro 2013). El Valle de Querétaro esta
localizado en la parte centro-norte de la Faja Volcanica Transmexicana, a una
altura 1800 m sobre el nivel del mar. El valle se encuentra delimitado por dos
sistemas de fallas normales con direccidon norte—sur y este—oeste, que producen
una estructura en forma de graben que contiene relleno volcano—sedimentario
compuesto por arcilla, limo y arena fina que se presenta en espesores variables de
hasta 50 m (Carreén—Freyre et al., 2005). Actualmente la mayor parte de los
cultivos son de riego aunque no se descartan los de tipo temporal. A los

alrededores no existen asentamientos mineros.

VI.5.3. Bella Vista del Rio, Querétaro.

Region denominada “El Infiernillo” donde confluyen los rios Tula y San Juan
gue forman parte del rio Moctezuma-Panuco- y pertenece a la Sub-cuenca del Rio
Moctezuma, también conocida como region hidrolégica RH-26. Los climas que se
presentan en el municipio son el seco; los que de acuerdo al grado de humedad y
temperatura, son de dos tipos: el semicélido y semiseco que se caracterizan por
un invierno seco, temperatura media anual de 16.7 grados centigrados y maxima
de 38 grados centigrados. La altitud de la ciudad de Cadereyta es de 2 070 msnm.
Ahi se presentan vientos durante febrero y marzo, con una precipitacién pluvial de

480 mm y una mala distribucion durante la temporada de lluvias (INEGI 2009).
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Uno de los recursos naturales que se explota desde hace muchos afios es el
mercurio, plata y oro en las minas que se encuentran en este municipio. Esta
actividad propicia la extraccibn de jales mineros con grandes cantidades de
metales pesados y metaloides entre estos el Arsénico, ademas la presencia de
este metaloide en el suelo que es muy similar por su cercania al municipio de el
Salitre en Zimap4a, Hgo. Lo mas preocupante es que no hay datos reportados para

esta zona.

VI.5.3.1 Caracteristicas y Uso del Suelo

De acuerdo al Anuario Estadistico del Estado de Querétaro (2010), existen en el
municipio de Cadereyta 94 212 hectareas de uso pecuario, 5 725 hectéreas de
uso forestal, 9 770 hectareas de uso agricola y 3 393 hectareas de otros usos. La
actividad agricola es eminentemente de temporal. Las condiciones ecoldgicas
semiaridas, prevalecientes en la mayor parte del municipio, hacen imposible el
desarrollo intensivo de esta actividad. Se siembra basicamente: maiz, frijol, sorgo,
alverjon, haba y garbanzo. Hasta el momento no se han realizado analisis de la
presencia de arsénico en la zona por la Comision Estatal de Aguas del Estado de
Querétaro(2010) por lo que es necesario tener conocimiento ya que esta zona es
conocida por su gran actividad minera, ademas se esta construyendo un proyecto
para llevar agua a diferentes municipios del estado, por lo que es de interés

estudiar esta zona, figura 1
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Figura 1. Localizacién de los dos puntos de muestreo

VI.5.2.2 Caracteristicas del Garbanzo (Cicer arietinum)
El garbanzo (Cicer arietinum) pertenece a la familia Fabaceae siendo una planta
anual diploide, con un niamero cromosomico de 2n=16. La planta puede alcanzar

una altura de 60 cm.

VI1.5.2.3 Origen

El origen del cultivo del garbanzo se localiza en el Suroeste de Turquia. Desde alli
se extendio muy pronto hacia Europa (especialmente por la region mediterranea) y
maés tarde a Africa (fundamentalmente Etiopia), América (especialmente México,

Argentina y Chile) y Australia. Se ha comprobado la existencia de 40 especies de
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garbanzos extendiéndose desde Oriente Medio, Turquia, Israel y Asia

Central (www.fao.orq).

VI.5.2.4 Importancia econdmicay distribucidén geografica.

De los poco mas de 10 millones de hectareas que se siembran de
garbanzos en el mundo, aproximadamente 7 millones se cultivan en la India,
seguido de Pakistan y Turquia. En Latinoamérica la mayoria del cultivo se produce
en México. En Europa los principales productores son Esparia, Italia y Portugal
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Principales productores de garbanzo a nivel mundial

Produccion anual 2001

Paises (millones de toneladas)
India 3.870.000
Turquia 540.000
Pakistan 387.100
México 200.000
Iran 158.000
Etiopia 135.000
Espafia 50.300
Italia 15.315
Portugal 12.148

Infoaserca 2001; Islam y Ali (2009)

VI.5.2.5. Caracteristicas botanicas

Raices: tiene raices profundas y tallos ramificados y pelosos, con numerosas
glandulas excretoras.

Tallo: el tallo principal es redondeado y las ramas son cuadrangulares y

nerviadas.
Hojas: las hojas pueden ser paripinnadas o imparipinnadas. Los foliolos tienen el

borde dentado.
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Flores: son axilares y solitarias normalmente.
Frutos: los frutos son en vaina bivalva con una o dos semillas en su interior que

suelen ser algo arrugadas. La planta tiene dos cotiledones grandes.

VI.5.2.6. Exigencias edafo-climaticas

Es una planta resistente a la sequia. Aunque la semilla del garbanzo crece
con la humedad acumulada en el suelo de la lluvia caia previamente, el grano
responde positivamente a un riego suplementario. El riego en general mejora la
nodulacién e incrementa el rendimiento y el nimero de vainas. A partir de 10°C el
garbanzo es capaz de germinar, aunque la temperatura Optima de germinacién
oscila entre 25-35°C. Si las temperaturas son mas bajas se incrementa el tiempo
de la germinacién. Con respecto a los suelos, prefiere las tierras siliceo-arcillosas
o limo-arcillosas que no contengan yeso. Cuando hay un exceso de arcilla suele
producir una lesion en la piel de la semilla. Cuando el terreno es yesoso el
garbanzo obtenido es de mala calidad en general y muy malo para cocer. Si la
tierra tiene materia organica sin descomponer también le perjudicara. Los afios
buenos para el garbanzo suelen coincidir cuando ha sido un afio poco lluvioso,
sobre todo en primavera. Prefieren los suelos labrados en profundidad, pues su
sistema radicular estd muy bien desarrollado y es muy resistente a la sequia.
Conviene no repetir su cultivo sobre el terreno por lo menos hasta que pasen
cuatro afos. Se prefieren terrenos orientados al mediodia o poniente y se deben
evitar los lugares donde se acumula la humedad. El garbanzo es sensible a la
salinidad, tanto del suelo como del agua de riego. Los suelos cuanto mas aireados
mejor. El PH ideal esta entre 6 y 9, aunque parece ser que cuanto mas acido sea

el suelo mayores problemas de Fusarium pueden aparecer.

VI.5.2.7. Siembra.

En México se suele sembrar a final de noviembre y principios de diciembre. En
Asia y otros lugares se suele sembrar durante el mes de octubre. Un retraso en la
época de siembra puede dar lugar a una reduccion del crecimiento y desarrollo de

la planta afectando a la floracion y como consecuencia una reduccion de la
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cosecha. La densidad de siembra depende de las condiciones ambientales y el
tipo de planta, normalmente se suele emplear 33 plantas/m2, aunque si la planta
se localiza en un clima desfavorable y varia la disponibilidad de humedad en el
suelo, su crecimiento se vera afectado (Muhammad & Safdar 2009). En sistemas

de regadio la densidad de siembra puede llegar hasta 50 plantas/m2.

VI.5.2.8 Variedades.
Existen 3 tipos de garbanzos, que corresponden fundamentalmente a diferencias
en el tamafio, forma y coloracion de las semillas:

e Tipo “KABULI”: tamafio del garbanzo medio a grande, redondeados y
arrugados, color claro y flores no pigmentadas. Su cultivo se localiza en la
region mediterranea, América Central y América del Sur.

« Tipo “DESI”: grano de tamafio pequefo, formas angulares y color amarillo o
negro. Las flores y los tallos son, generalmente, pigmentados, y en
algunas ocasiones también las hojas. Se cultivan principalmente en la
India.

« Tipo “GULABI”: grano de medio a pequefo tamafo, liso, redondeado y de

color claro.

VI.6. Monitoreo biolégico para determinar el efecto genotoxico del arsénico
(As)

En las ultimas tres décadas se ha desarrollado un gran numero de
bioensayos de corto plazo que evalian el potencial genotdéxico de los quimicos
ambientales. En estos ensayos se emplea un gran niamero de organismos, desde
virus hasta animales de laboratorio. De entre varios sistemas de prueba, las
plantas superiores ofrecen muchas ventajas para la evaluacién de la posible
accion mutagénica de quimicos ambientales y para monitorear riesgos a la salud
en sitios incontrolados de disposicion de desechos (Gill et al 1995).

En resultados obtenidos por Gill et al (1995) (Majer et al. 2005) nos indican
gue los ensayos con plantas, no requieren de material y equipo de laboratorio muy

sofisticadas, son tan efectivos y sensibles como los ensayos con mamiferos para
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detectar dafio cromosOmico potencial como resultado de la exposicion a
sustancias quimicas peligrosas que representan una amenaza para la salud de los
humanos. En este estudio se emplearan vegetales sensores de dafio genético. De
los sistemas vegetales més utilizados se encuentran Tradescantia con las pruebas
de induccion de micronucleos en las tétradas (Trad-MCN) y el ensayo de
produccion de mutaciones sométicas en los pelos estaminales (Trad-MSPE).
Tradescantia es una planta altamente sensible lo cual permite someterla a
diferentes formas de tratamiento (Rico 2006), si las muestras son liquidas o
solubles, el tratamiento es por via tallo, en agentes fisicos o vapores se utilizan
camaras especiales para exponer a la planta, también es posible monitorear in situ
cuando se desea muestrear agentes contaminantes presentes en la atmésfera
(Ma, et al. 1978, 19823, 1982°) (Majer et al. 2005). Mediante la colecta de
diferentes muestras de agua de un lago en Springfield, EE.UU. en un periodo
comprendido entre 1980 y 1981, se determin6 que el agua estaba contaminada
con algun mutédgeno por causar dafos a nivel genético en la prueba de Trad-MCN
(Ma et al. 1985) (Knasmdller et al. 1998)

Con el sistema de prueba Trad-MCN se logré evaluar muestras de agua en
la zona de San Luis Potosi, México. concluyendo asi, que existen uno o varios
agentes con actividad mutagénica (Ruiz et al. 1992). También se tienen datos de
la clastogenicidad ocasionada por aguas residuales en un canal de la ciudad de
Querétaro, México demostrando asi que es un sistema rapido y eficaz (Ruiz et al
1992). Los micronucleos (MNs) son fragmentos cromosOmicos 0 cromosomas
completos que no son incorporados en el nacleo hijo durante la division celular;
apareciendo en la célula hija como pequefios nucleos secundarios, debido a un
rompimiento  cromosémico y a la no-disyuncion de los cromosomas por
interferencia o mal funcionamiento del huso mitético (Evans et al 1959; Matter y
Ledebur y Schmid 1973; Yakamoto y Kikuchi, 1980, Foltéte et al. 2011) (Solenska
et al. 2006) y que pueden resultar de la exposicion a agentes ambientales (Vine,
1990). Neumman, en 1869, observd la presencia de pequefias estructuras que se
tefiian de igual forma que el nacleo en eritrocitos de médula ésea. Mas tarde, en

un intento por explicar el origen de estas estructuras, Howell establecid que eran
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fragmentos de material nuclear segun Jolly (1905) vy los describi6 como restos
nucleares. Thoday (1951) fue quien por primera vez emple6 el término de
“micronucleos”. (Guzman 1997). Neumman (1869), Howell (1891) y Jolly (1907)
asumieron que los microndcleos se originan a partir del nucleo celular, sin
embargo aun existen dudas respecto al mecanismo o mecanismos por los cuales
se generan. En 1948, Discombe observd que los cromosomas que se rezagaban
durante la telofase aparecian en las células como cuerpos de Howell-Jolly (término
utilizado por los hematologos para los MNs) estableciéndose asi una evidencia
indirecta de que los MNs se derivaban de material nuclear, durante la division
celular (Zalacain et al. 2005) Investigaciones posteriores permitieron establecer
que la mayoria de los MNs se originaban de fragmentos cromosémicos acéntricos

y de cromosomas completos con centromero inactivado.

VII. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

VII.1 HIPOTESIS.

Es posible que la presencia de especies arsenicales en medios naturales de
suelos y aguas subterraneas, como lo es la region de Zimapan en el Estado de
Hidalgo y Querétaro, puedan producir un efecto de bioacumulacién en tejidos
vegetales como el garbanzo y que de alguna manera sirvan de medio de
transporte o migracién a la cadena alimentaria. Asimismo es probable que la
presencia de arsénico origine algun dafio genotoxico en células vegetales
sensibles como células madres de polen y células sométicas de los pelos
estaminales de tradescantia clon 4430, lo cual puede ser traducido como el
probable dafio genotoxico que causarian en células humanas al ser ingerido por la

via alimentaria estos productos contaminados por arsénico.
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VIl.2. OBJETIVOS GENERALES:

*

Realizar evaluaciones de bioacumulaciones de arsénico en plantas de
garbanzo, que pueden ser cultivadas en suelos de las zonas de Zimapan y
Querétaro a fin de conocer los indices de arsénico puedan pasar a estos
cultivos de consumo humano.

Realizar evaluaciones de posibles dafios genotdxicos en tejidos vegetales

altamente sensibles (células madres de polen de Tradescantia clon 4430).

VI.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar concentraciones de arsénico acumulado en suelos donde se
puedan cultivar los productos antes mencionados y valorar que nivel de
concentracion es considerada como lixiviable o disponible que pueda pasar a
dichos cultivos.

Determinar concentraciones de arsénico acumulado en aguas con las que
puede ser regados los cultivos propuestos y donde se puedan cultivar los
mismos.

Determinar las concentraciones de As bioacumulados en el garbanzo durante
sus etapas de desarrollo.

Estimar los indices de bioacumulacion por érganos en el garbanzo durante sus
etapas de desarrollo.

Realizar evaluaciones de posibles dafios genéticos en células sensibles de
Tradescantia clon 4430 originado por la presencia de especies arsenicales en

lixiviados de los suelos de los tres sitios.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS
VIII.1 Muestras. Obtencién y preparacién.

Se tomara una muestra de suelo de la zona del poblado de Zimapan,
Hidalgo, ya que es conocido de trabajos anteriores (Lechuga, 2002) que se trata
de un suelo cultivable sisteméaticamente y con contenidos de As que oscilan entre
10.45-13.58 mg.Kg™ y de Bella Vista Querétaro, sitio cercano a la zona de
Zimapan, y de interés por la extraccion de agua para llevarla a la ciudad de
Querétaro. Para cada sitio de estudio se realizard un toma de muestra (n) a partir
de una poblacién de tamario (N) de 180 m?, considerando una profundidad de 30-
50 cm de suelo (capa arable). El tamafo de la muestra “n” se calculara a partir de
la expresion:

n=[Z%p.qN]/[N.e*+Z%p.q] (Ec.1)
donde: n = tamafio de muestra a tomar en gramos (g)
N= tamafio de la poblacién en gramos (g)
p =0.95yq=0.05 como factores de probabilidad de muestra
representativa
Z=1.960 como valor estadistico para un 90% de nivel de
confiabilidad

e = 0.05 como nivel de error de estimacion.

Considerando una superficie total de 60 m de largo, 10 m de ancho (600 m?) de
tres parcelas de la zona de Salitre y a 0.30 m de profundidad, la muestra a tomar
sera aleatoria de una poblaciéon N de 180 m® segun se indica en la figura 2. Las
muestras seran tomadas en zig-zag y considerando una densidad del suelo de
salitre de 1.23 g.cm™ (1.23 T.m™®), de esta manera se tendrd una masa de
poblacion del suelo de 221,400 kg (Callejas 2005).
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Parcela de muestreo

Puntos g[e muestreo en zig-zag

30cm

Figura 2. Representacién esquematica del sitio de muestreo de suelos de Zimapan y Bella
Vista del Rio con sus respectivos puntos de recoleccién de los mismos.

Al aplicar los calculos correspondiente segun la ecuacion 1, arroja un tamafo de
muestra de suelo “n” de 72.97 kg. Esta muestra a tomar, se hara en 18 puntos
aleatoriamente distribuidos en las tres parcelas y la totalidad de la muestra sera
sometida a una homogenizacién y cuarteo para el llenado de macetas que seran
utilizadas para la siembra de semillas de garbanzo. En total fueron 25 para el
garbanzo. De manera similar a la anterior y en iguales cantidades y similares
condiciones, se tomaron muestras de suelos de una regién no contaminada por
arsénico; en este caso se selecciono un suelo agricola de Querétaro como control
negativo.

También se sometieron a analisis de control, las aguas que fueron
utilizadas para el riego de las semillas en sus respectivas macetas. En este caso
fueron aguas del pozo general de la comunidad del Salitre, municipio de Zimapan

y aguas de Bella Vista Qro. y Querétaro.
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VIIl.2. Andlisis de los suelos

A los suelos de este estudio se les realizaron los siguientes analisis. A partir
del extracto de saturacion (AS-16) se midié (segiin NOM 021 RECNAT 2000):

VIIL.2.1 pH (potenciometria, AS-02)

El pH es una de las mediciones mas comunes e importantes en los analisis
quimicos rutinarios de suelo, ya que controla reacciones quimicas y biolégicas en
el suelo. La determinacion del pH es afectada por varios factores tales como: el
tipo y cantidad de constituyentes organicos e inorganicos que contribuyen a la
acidez del suelo, la concentracion de sales en la solucion, la relacion suelo:
solucion, la presion parcial de bioxido de carbono y el efecto de la suspension
asociado con el potencial de unién, Método electrométrico para la determinacion
del pH en muestras de suelo en una solucién de agua pura. En el caso de los
suelos el pH se mide potenciométricamente en la suspension de una mezcla de la
relacion suelo: agua 1:2.

Se pesaron 10 g de suelo en un frasco de vidrio, posteriormente se adicion6 20
mL de agua destilada. Con una varilla de vidrio se agit6 manualmente la mezcla
de suelo durante 30 minutos y se dej6é reposar durante 15 minutos. En la fase
acuosa se realiz6 la medicién del pH. Para la clasificacion del suelo en cuanto a su

valor de pH se utilizé el criterio que se resume en el cuadro 7.

Cuadro 6. Clasificacion de suelos segun el pH (NOM 021 RECNAT 2000).

Clasificacion pH
Fuertemente &cido <5.0
Moderadamente Acido 5.1-6.5
Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7.4-8.5
Fuertemente alcalino >85
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VIII.2.2. Conductividad (conductimetria, AS-18).

La conductividad es una variable que se controla en muchos sectores,
desde la industria quimica a la agricultura. Esta variable depende de la cantidad
de sales disueltas presentes en un liquido y es inversamente proporcional a la
resistividad del mismo. Con los instrumentos convencionales, la medida de la
conductividad se obtiene aplicando un voltaje entre dos electrodos y midiendo la
resistencia de la solucién. La conductividad eléctrica (CE) del extracto de
saturacion es uno de los indices méas difundidos para evaluar la concentracién
salina del suelo y se reporta como decisiemens por metro (dS m™). El
procedimiento utilizado para nla determinacién es similar al utilizado para la
determinacion de pH. El cuadro 8 se utilizé para la clasificacién de los suelos

segun su conductividad.

Cuadro 7. Clasificacion de suelos por evaluacion de la salinidad
(NOM 021 RECNAT 2000)

Efectos CEdSm™25°C
Efectos despreciables de salinidad <1.0

Muy ligeramente salino 1.1-20
Moderadamente salino 2.1-40
suelo salino 4.1-8.0
Fuertemente salino 8.1-16.0
Muy fuertemente salino >16.0

VIII.2.3 Potencial redox (potenciometria, AS-02)

La medida del potencial redox (Eh) en medios naturales demuestra la capacidad
de oxido-reduccion, causada directamente por las condiciones quimicas de éste,
que muy a menudo son inducidas por actividades microbiolégicas 8bacterias
sulforreductoras y ferrobacterias) La medicion se realizo con un equipo HANNA

con electrodo de platino y se calibro con la solucion HI 7020 Lote 0704. Se siguio

30



la metodologia para la obtencion del pH. En el cuadro 9 se muestra el criterio para

la clasificacion de suelos segun el Eh.

Cuadro 8. Parametros de potencial Redox (Boulding, 1995).

Clasificacion mV
Altamente oxidante >+ 400
Intermedio +400 a -100
Altamente reductor <-100

VIIl.2.4 Potencial Z

Se realizaron mediciones en los extractos de saturacion de los diferentes suelos
mediante un analizador Zeta-sizer (Malvern, Inglaterra) modelo 3000 Hsa. La
medida de potencial Z (Zetasizer Nano) emplea la tecnologia LDE (Laser Doppler
Electrophoresis), que mide el movimiento de particulas cargadas en un campo
eléctrico mediante efecto Doppler (Malvern, 2004).

VIII.2.5 Humedad (gravimetria, AS-05)

El método se basa en la medicion o determinacion de la cantidad de agua
expresada en gramos que contiene una muestra de suelo. La determinacion de la
masa de suelo seco. Se consideré como suelo seco a la estufa a 105 ° C hasta
obtener un peso constante.

Los frascos de frios fueron pesados, siendo este el peso del frasco (PB).
Posteriormente se coloc6 10 a 15 gramos, aproximadamente. Se peso el bote con
el suelo himedo, este peso debera ser el peso del frasco mas el suelo hiumedo
(PB +Psh). El frasco ya pesado se colocé en la estufa a una temperatura de 105°
C por 24 horas. Posteriormente se enfrio, se peso el bote con la muestra seca,
este peso sera el peso del frasco mas el peso del suelo seco (PB +Pss). Se repitid
este procedimiento hasta obtener el peso constante.

Con los datos obtenidos en el procedimiento, se calcul6 el contenido de humedad

a partir de la siguiente ecuacion (Ec. 2):
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(PB+ Psh ) - (PB + Pss)
(PB+Pss ) -PB

100 Ec. 2

g:

Donde:

G= Contenido de humedad gravimétrica en porcentaje (100%)
PB = Peso del frasco (g)

Psh = Peso de suelo himedo (g)

Pss = Peso del suelo seco (g)

VIIl.2.6 Materia organica (MO) (AS-07)

La MO se determiné a través del contenido del carbono organico (C) del suelo por
el método de Walkley y Black. Este método se basa en la oxidacion del carbono
organico del suelo por medio de una solucion de dicromato de potasio y el calor de
reaccion que se genera al mezclarla con acido sulfarico concentrado.

Después de cierto tiempo la mezcla se diluyd, adicionandole acido fosférico para
evitar interferencias de Fe *" y el dicromato de potasio residual fue valorado con
sulfato ferroso amoniacal, hasta obtener como punto final de la reaccion una
coloracién verde claro. Con este procedimiento se detecté un 70% y 84% del
carbon organico total por lo que es necesario introducir un factor de correccién que
puede variar entre diferentes suelos.

Se pesaron 0.5 g de suelo seco y se colocé en un matraz Erlenmeyer, se adicion6
10 mL de dicromato de potasio, posteriormente con una bureta se adicionaron 20
mL de H,SO, concentrado se agito cuidadosamente). Se dejo reposar durante 30
minutos. Posteriormente se adicionaron 200mL de agua destilada y 5mL de H3PO,
Concentrado y difenilamina (indicador), y se procedio a la titulacion con sulfato
ferroso amoniacal hasta obtener un punto final verde claro. En los suelos de
México (NOM 021 RECNAT 2000) se recomienda utilizar un factor de 1.298 (

/0.77), para los célculos se hizo uso de la siguiente expresion (Ec. 3)
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B-T
% C Orgénico= | — — [NJ (0.39) mcf Ec.2
g

Donde:

B = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos (mL)
T = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (mL)

N = Normalidad exacta del sulfato ferroso amoniacal

G = Peso de la muestra empleada (g)

Mcf = Factor de correccién de humedad

% =M O =% C Orgénico x 1.724

El factor 0.39 resulta de multiplicar (12/4000*(1/0.77)*100= 0.39

Donde:

(12/4000) es el peso miliequivalente del C, (1/0.77 es un factor de correccion
debido a que se supone que el método sdélo oxida 77% del C, y 100 es la
conversion a porcentaje. En la mayoria de los laboratorios se sigue usando el
factor de Van Benmelen de 1.724 para estimar la MO a partir del C organico, el
cual resulta de la suposicion de que la MO contiene un 58% de C, (1/0.58) = 1.724
Los valores de referencia para clasificar la concentracion de la MO en suelos

volcanicos y no volcanicos se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 9. Clasificacion de suelos en base a los contenidos de materia organicas segln
suelos volcanicos o no volcanicos (NOM 021 RECNAT 2000)

Materia Orgénica (%)

Clasificacion Suelos Volcéanicos  Suelos no volcénicos
Muy Bajo <4.0 <0.5

Bajo 41-6.0 0.6-1.5
Medio 6.1-10.9 1.6-35
Alto 11.0- 16 3.6-6.0
Muy alto > 16.1 > 6.0
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VIII.2.7 Nitrogeno total (método Kenjdhal).

El Método desarrollado por Kjeldahl consta de tres etapas:

(1) Digestion: conversion del Nitrogeno (proveniente de las proteinas, por ejemplo)
en ion amonio. (2). Destilacion: separacion por arrastre con vapor del amoniaco y
posterior solubilizacion en una solucion &cida de concentracidbn conocida.
(3).Valoraciéon: medicion de la cantidad de acido neutralizado por el amoniaco
disuelto, lo que indica la cantidad de Nitrogeno presente en la muestra inicial.

Para la determinacién se colocé una muestra de suelo (0.05g) en un frasco micro-
Kjeldahl seco. Se adicion6 una mezcla de catalizadores: 7 g de K;SO4, 20 mL de
acido sulfarico concentrado y 1 g de HgO, se calentdé en la unidad digestora a
temperatura media alta hasta que el digestado se torno claro. Una vez completada
esta fase, se dejo enfriar el frasco y se agregd suficiente agua para colocar en
suspensién, mediante agitacion el digestado (15 a 20mL) son generalmente
suficientes). Se transfiridé el contenido liquido a la camara de destilaciéon del
aparato, lavando el matraz de digestion con pequefias porciones de agua; se
coloco en el tubo de salida del aparato de digestion un matraz Erlenmeyer de 125
mL conteniendo 10 mL de la solucion de H3BO3 mas indicadores. Se adicionaron
cuidadosamente 10 mL de NaOH 50 % de modo que la sosa se depositara en el
fondo de la camara de destilacion, se conecto el flujo de vapor y se inicio la
destilacion y se continu6 hasta que el volumen alcanz6 unos 75 mL en el frasco
Erlenmeyer. Se determind el nitrdgeno amoniacal presente en el destilado
titulando con el &cido sulfarico al 2 %. Para los calculos se utilizo la expresion (Ec.
4)

% N total = (Vm-Vb) x N x 14 /P x 10 (Ec. 4)
Donde:
Vm = Volumen de acido sulfdrico empleado en titular la muestra
Vb = Volumen de acido sulfarico empleado en titular el blanco

N = Normalidad exacta del acido sulfurico
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14 = Peso equivalente del nitrégeno
10 = Factor de conversion a porcentaje
P = Peso de la muestra de suelo en g

Los analisis de los datos pueden interpretarse para clasificar a los suelos segun el
cuadro 11.

Cuadro 10. Clasificacion de los suelos en funcion del % de nitrogeno para
suelos volcanicos y no volcanicos (NOM 021 RECNAT 2000)

Nitrégeno total %

Clasificacién Suelos Volcanicos Suelos no volcénicos
Muy Bajo <0.05

Bajo <0.30 0.05-0.10
Medio 0.30-0.80 0.10-0.15
Alto >0.80 0.15-0.25
Muy alto >0.25

VIII.2.8 Textura (método de Bouyoucus)

La textura del suelo se define como la proporcion relativa de grupos
dimensionales de particulas. Proporciona una idea general de las propiedades
fisicas del suelo. En este método se elimina la agregacion debida a la materia
organica y la floculacion debida al calcio y magnesio. No se eliminan otros
cementantes como carbonatos (Boulding 1995).

Se pesaron 12.5 g de suelo en un vaso de precipitado de 500 mL, se
agregaron 5 mL de solucion defloculante (hexametafosfato de sodio con

carbonato de sodio), posteriormente se adicionaron 50 mL de agua, y se agitd
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durante 10 minutos. Se paso6 a una probeta de 250 mL aforando hasta 200 mL con
agua destilada, se agita y se coloca el hidrometro, se espera 1 minuto y tomar
lectura (temperatura e hidrémetro). Para los calculos es necesario corregir las
lecturas del hidrobmetro agregando 0.36 unidades por cada grado centigrado por
encima de 19.5 °C restando la misma cantidad por cada grado debajo de dicha
temperatura (tabla de correccion por temperatura), (NOM 021 RECNAT 2000). La
lectura obtenida a las 2 horas (L2) multiplicada por 2 es igual al porcentaje de
arcilla. El porcentaje de limo se obtiene por diferencia. Cuando se usan 100 g no
debe multiplicarse por 2 ya que el hidrometro esta calibrado en porcentajes
considerando 100 g de suelo. Todo ello se sintetiza en las ecuaciones 5 — 7. Con
los porcentajes obtenidos de limo, arena y arcilla se determina la textura

correspondiente con el tridngulo de texturas (figura 5)

% Arcilla + % Limo = L1*2 Ec.5
%Arcilla = L2 *2 Ec. 6
% Arena = 100 — (% Arcilla + % Limo) Ec 7
Donde :

L1 = primera lectura, a los 40 segundos L2 = segunda lectura, a las 2 horas
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Figura 5 Diagrama triangular de las clases texturales basicas del suelo segun el
tamafio de las particulas, de acuerdo con el USDA (2000)

VIII.2.9. Determinaciones de arsénico total en suelo y partes de la planta

La determinacion de arsénico (As) se realiz6 al inicio y al final de los
experimentos. Mediante espectrofotometria de absorcién atémica de flama y la

técnica de generacion de hidruros (método 7061A EPA).

Para la determinacion, las muestras de suelo se homogenizaron, secaron y
tamizaron. Se tomaron muestras representativas de cada suelo para su posterior
digestiéon (método 3051 EPA) en un horno de microondas Mars X por triplicado

para cada experimento.

Se peso 0.2 g y se colocaron en vasos de teflon y se adicioné 5 mL de acido
nitrico concentrado. Se utilizaron tres etapas para obtener una buena digestiéon. La

primera para elevar la presion a 300 PSI por 10 minutos, la segunda para
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mantener constante la presion (300 PSI) durante 10 minutos y la tercera para el

enfriamiento por 5 minuto. La potencia fue de 1200 W.

Posteriormente las muestras se filtraron y se aforaron a 100 mL con agua
destilada. Para la lectura de As en el equipo de absorcion atémica con la técnica
de generacion de hidruros se preparo una solucion de NaBh, al 6% en NaOH al

0.05 % con la cual es posible la reduccion a arsina.

Para las determinaciones de As se obtuvo una curva de calibracién de 0, 10, 20,
30, 40, 50, y 80 pg.L™ con una solucién madre de 1000 pg.L™ de As

VIII.3. Andlisis alas aguas de riego

Por otra parte se realizaron andlisis a las aguas para determinar pH,
conductividad, potencial redox y concentracion de arsénico. Haciéndose al inicio
del riego y a las aguas de lixiviados de las macetas por la metodologia antes
descrita.

VIIl.4. Pruebas de germinacién en semillas de garbanzo (Cicer arietinum L).

Las pruebas de germinacion de semillas de garbanzo (Cicer arietinum L) se
basaron en un analisis sencillo que consistio en poner a remojar las semillas por
24 horas, figura 4 (Valencia, 1992), posteriormente se colocaron sobre una cama
de algodén humedecida previamente sobre una charola en condiciones de
temperatura y oscuridad dentro de una camara de crecimiento marca Biotronet
Mark Ill para que se llevara a cabo la germinacion de las mismas (Flores Garcia
2008). Se realiz6 el conteo de semillas germinadas cada dia y medicion de la

longitud de la radicula.
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VIIL.5. Evaluacion de la bioacumulacion de arsénico por etapas del desarrollo
del garbanzo. Ensayos en macetas.

Se prepararon las macetas (25 en total), para siembra de semillas de
garbanzo. En cada maceta se agrego aproximadamente 1 kg de suelo;
previamente adicionando en el fondo, una capa de unos dos cm de altura de
gravilla, con la finalidad de evitar o minimizar las pérdidas de suelos durante los

riegos (figura 3).

Suelo

Grava

Figura 3. Maceta para capacidad de 1Kg de suelo, se observa en la parte del fondo
con una capade arena de 2cm.

Los riegos se realizaron una vez al mes con adiciones de 500 ml de agua
por maceta. Para ello se utilizdé: agua de Zimapan (ensayo) contaminada con As,
agua de Bella Vista del Rio, agua de Querétaro (control negativo), como agua no
contaminada y agua de Querétaro a la que se le adicioné una concentracion de
iones arseniato entre veces superiores a la que presente el agua natural del
Salitre, Zimapan (control positivo).El montaje de todo el estudio en maceta se
realiz6 segun el esquema que se muestra en el cuadro 12. Se colocaron 5 réplicas

de macetas por cada serie (delaAalaF)
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Cuadro 11. Condiciones experimentales para los ensayos en macetas.

Ag Bg Cy Dy Eq Fg
1-SZ/AZ | 1-SZ/AQ | 1-SBV/ABV | 1-SBV/AQ | 1-SQ/AC* | 1-SQ/AQ**
2-SZIAZ | 2-SZIAQ | 2-SBVI/ABV | 2-SBV/AQ | 2-SQ/AC* | 2-SQ/AQ**
3-SZ/AZ | 3-SZ/AQ | 3-SBV/ABV | 3-SBV/AQ | 3-SQ/AC* | 3-SQ/AQ**
4-SZIAZ | 4-SZIAQ | 4-SBV/ABV | 4-SBV/AQ | 4-SQ/AC* | 4-SQ/AQ**
5-SZ/AZ | 5-SZ/AQ | 5-SBV/ABV | 5-SBV/AQ | 5-SQ/AC* | 5-SQ/AQ**

Leyenda:
g: garbanzo

Aq: SZ-Suelo de Salitre (Zimapan), regado con AZ-Agua del Salitre (Distribuidor).

By: SZ-Suelo de Salitre (Zimapan), regado con AQ-Agua de Querétaro

Cy: SBV-Suelo de Bella Vista, Qro., regado con ABV-Agua de Bella Vista, Qro

D 4: SBV-Suelo de Bella Vista, Qro., regado con AQ-Agua Querétaro.

Eq: SQ-Suelo de Querétaro sin contaminar, regado con AC-Agua contaminada con
arseniatos. Control Positivo*.

Fg : SQ-Suelo de Querétaro sin contaminar regado con AQ-Agua de Querétaro.

Control Negativo ** en cinco replicas respectivamente

En cada maceta se sembraron 5 semillas, posicionandolas en distancias

aproximadamente iguales, segun esquema de la figura 4.

Figura 4. Esquema representativo de la distribucion de semillas sembradas en
macetas y estructura para la captura de lixiviados.
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Por cada una de las etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas, se tomo
una de cada una de las cinco réplicas del garbanzo, comenzando a partir de la
formacién del coledptilo. Cada parte de la planta se secd y trituro para su
posterior digestion (se contemplo para cada etapa de desarrollo de la planta de

raiz, tallo, hoja, vaina y grano.

VIIL.5.1. Determinacion del indice de bioacumulacion de arsénico en (raiz,

tallo, hoja vaina y grano) del garbanzo

La bioacumulacién de arsénico se evalué como un indice relativo a sus
contenidos en suelos. Para ello se tom6é en cuenta la concentracion media
bioacumulada por cada parte del cultivo (raiz, tallo, hoja vaina y grano) en cada
etapa del desarrollo del garbanzo, con relacion a la cantidad en suelos. Utilizando

la ecuacion que aparece a continuacion:

IBAs = LAS1PP Ec.8
[As]s

donde: [As] pp es la concentracién de As, en mg.kg™ en la parte de la planta en
evaluacion

[As] s es la concentracion total de As en mg.kg™ en el suelo al inicio de los
experimentos.
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VIII.6. Bioensayos para determinar el efecto genotoxico de los lixiviados
provenientes de los ensayos en macetas.

VIIl.6.1.Tradescantia clon 4430

Se evalu6 el efecto genotoxico del arsénico en Tradescantia, tomando a
esta planta como un sistema de ensayo en Genética Toxicologica, para analizar
aberraciones cromosémicas. En este estudio se determind la induccion de
micronucleos por presencia de As en el agua utilizada en el proceso de
tratamiento. Luego de las respectivas preparaciones, se observé el dafio mediante
el microscopio estereoscoépico, de los diferentes tratamientos, tanto en muestras
sometidas a aguas de Zimapan como de Bella Vista del Rio, como las muestras
testigos o definidas como las que fueron tratadas con agua (sin presencia de As)

de Querétaro.

VIII.6.1.1 Micronucleos en células meioticas (TRAD-MCN)

Seleccién de cortes de Tradescantia

Se seleccionaron inflorescencias con un tallo de aproximado de 10 cm. y
se colocaron en las muestras de lixiviados acuosos mientras que los testigos
negativos se sometieron en  agua de la llave de Querétaro, se emplearon
aproximadamente de 10 a 15 cortes para cada muestra a analizar, los
tratamientos se efectuaron dentro de un invernadero con condiciones controladas
de humedad, temperatura y luz. Los tiempos de exposicion fueron de 12 horas

por cada punto muestreado.

Recuperacion
Después de la exposicion de las plantas se les di6 un tiempo de
recuperacion que va en funcion al tiempo de tratamiento, haciendo un total de 30 6

36 horas en total. Posteriormente los cortes son llevados a otro invernadero con
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condiciones controladas hasta cumplir el tiempo de recuperacién que es necesario
para que las células dafiadas en profase | continden su divisién hasta la etapa de
tétrada, fase en la cual se realiza la observacion. Durante este tiempo los tallos se
encuentran sumergidos en agua de la llave, con el fin de que los cortes resistan el

tiempo de exposicion.

Fijacion

En este paso las inflorescencias son cortadas de sus tallos y colocadas en
una solucion de etanol - 4cido acético (3:1) por un periodo de 24 horas. Una vez
concluido éste, las inflorescencias pueden disectarse para realizar preparaciones
0 conservarse en etanol al 70 %.
Obtencién de preparaciones

Se eligié la yema que contiene células en etapa de tétrada, se disecto,
separandose las anteras sobre un portaobjetos y se perforaron para liberar las
células meidticas, posteriormente se tifiieron con acetocarmin al 0.5% se quitaron
los desechos y se coloco el cubreobjetos. La preparacion se calienta de 2 a 3
veces en un plato caliente, luego se presiona suavemente con la palma de la
mano, amortiguando con una toalla de papel.
Observaciéon microscopica

Se registran el nimero de células en etapa de tétrada que contengan 1, 2, 3
0 mas microndcleos y se cuentan 300 células por cada preparacion. Los datos
obtenidos de los resultados un andlisis de varianza, posteriormente la "t " de

dunett entre los diferentes grupos (Castafio y Dominguez 2003). Figura 5.
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Seleccion de yema Diseccion de antera

Romper la yema
iberar anteras
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mano

Preparacion con

/ acetocarmin

Colocar el

Contar 300 tetradas y cibieobjstos

frecuencia de MCN

Figura 6. Metodologia propuesta para la observacién de micronucleos, Tomado de
Ma 1982.

VIII.6.1.2. Mutaciones somaticas en pelos estaminales (TRAD-MSPE)

Se utilizaron plantas de Tradescantia clon 4430. El procedimiento general
es el descrito por Underbrink y colaboradores (1973), Gichner y colaboradores
(1980, 2000), en el que los tallos de las inflorescencias son sumergidos en una
solucién que contenga las aguas a probar o los extractos de los suelos, en las que
permanecieron por un periodo de 30 horas. Pasando este tiempo se enjuagaron
con agua y se pasaron a una solucion nutritiva de Hoagland, permaneciendo
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durante 17 dias con cambios de solucion de cada tercer dia. En estudios
realizados por los autores, se ha encontrado que el pico de la frecuencia de
mutaciones es entre el 8o. y 140. dia, razén por la cual los conteos se hicieron
cada tercer dia a partir del quinto y terminando el decimoséptimo dia, las células
mutantes que ocurren durante el desarrollo temprano de los pelos estaminales se
pueden dividir repetidamente y dar origen a una secuencia de células rosas que
se originan de una célula alterada. En los dias que correspondieron, se contaron
6 flores obteniendo la frecuencia de mutaciones registradas en los dias que se
realizo el conteo el cual se calculo en base al niumero de eventos de mutaciones
rosas dividido entre el nimero promedio de pelos por flor y se expres6 como
eventos de mutaciones rosas por cada 1000 pelos

VIIL.6.2. Células meristematicas de las raices del garbanzo (C. arietinum)

Esta evaluacién se realizé con la finalidad de observar que tan factible es
determinar el dafio genotdxico mediante la observacion de micronucleos (Foltéte et
al. 2011) en las raices de garbanzo utilizando la metodologia para Vicia faba
(haba). Se expusieron las raices de garbanzo a los lixiviados provenientes de las
distintas etapas de desarrollo de los seis grupos experimentales de las por un
periodo de 48 horas (figura 7),
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Figura 7. Exposicién de las raices de garbanzo a los diferentes lixiviados

posteriormente se cortaron 2 mm del meristemo apical y se fijaron en una solucion
de etanol — 4cido acético (3:1). Se procedi6 a la tincién, colocando los meristemos
apicales en etanol 70% (v/v) durante 15 min para deshidratar las células de la raiz
y facilitar que penetre mejor el HCI durante la hidrdlisis (Foltéte et al. 2011) la cual
fue realizada con HCI 5M durante 30 min. Para eliminar el exceso de HCI y poder
tefiir las células, se decanté el HCl y se lavd 3 veces con agua destilada. La tincién
se realizé con aceto-orceina por 40 min y se agregé a los meristemos &cido
acético al 45% (v/v) con la finalidad de eliminar el exceso de colorante. El
aplastamiento en monocapa se realizé luego de la tincién para lo cual se coloc6 un
cubreobjetos y se presion6 ligeramente; esto permite que quede una capa
uniforme de células, esto permite una mejor observacion al microscopio (Valencia,
1992).
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION
IX.1. Caracterizacién de los tres suelos.

Las caracteristicas como pH, potencial redox (Eh), conductividad eléctrica
(CE) y potencial zeta (pZ) de los suelos analizados mostraron algunas diferencias
entre las tres regiones estudiadas. La determinacion del pH en los tres suelos en
estudio, mostraron valores que los clasifican como neutros (NOM-021-
SEMARNAT-2000; Boulding, 1995) para los suelos de Querétaro y como
moderadamente alcalinos los suelos de Bella Vista, Qro. y de Salitre en Zimapan,

Hgo. En el cuadro 12 se muestran estos resultados.

Cuadro 12. Resultados de pH, CE, Eh y pZ en los suelos de las tres regiones en

estudio
Suelo Parametro pH CE(mS/cm) Eh (mV) pZ(mV)
Media 7.10 0.26 1.75 -18.2
Querétaro, Qro. | Desv. Est. 0.05 0.01 0.37 0.32
%CV 0.77 3.65 21.12 1.27
Media 8.18 0.24 -61.2 -30.6
Bella Vista, Qro. | pesv. Est. 0.01 0.02 0.48 0.42
%CV 0.12 2.06 0.78 1.37
Media 8.11 0.27 -57.7 -29.4
El Salitre Desv.Est.  0.06 0.01 2.38 0.51
%CV 0.73 4.7 4.12 1.73

Estos valores de pH son caracteristicos de zonas semiaridas. Valores extremos de
pH alcalinos pueden provocar precipitacion de ciertos nutrientes, los que
permanecen en los suelos en forma no asimilable para las plantas. También se
puede modificar significativamente el pH del suelo mediante el riego, drenaje, uso
de pesticidas y fertilizantes. En el caso del suelo de Querétaro el valor es mas bajo

con respecto a los suelos de Bella Vista y el Salitre, ya que son suelos de riego
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mas que temporal propiciando un lavado continuo y un uso excesivo de
fertilizantes. lo que El pH de 8.5 o mayores, indica casi siempre 15% o mas de
sodio intercambiable y la presencia de carbonatos de metales alcalino-térreos
(Ferreras et al., 2007).

En México los suelos fuertemente basicos son aquellos con pH > 8.5 (NOM-021-
SEMARNAT-2000). Estos suelos ocupan el 4.1% del total de suelos del pais,
localizandose fundamentalmente en las zonas mas aridas (con menos de 300 mm
de precipitacion) o en litorales fuertemente salinos. ElI grupo de suelos
denominados moderadamente béasicos o alcalinos, pH entre 7.4 y 8.5 (NOM-021-
SEMARNAT-2000), se dispersan por casi la mitad del pais (48.3% de la superficie
total nacional) y tienen por lo general un alto contenido de calcio y magnesio. Se
ubican principalmente al norte y centro de México. Los suelos neutros (pH entre
6.6 y 7.3) ocupan cerca del 25.6% del territorio nacional y se distribuyen en las
zonas central y sur principalmente.

Los valores de la CE sefalan que los tres suelos presentan caracteristicas
similares (0.24-0.27 mS/cm) y clasifican (Boluding, 1995) como suelos con efectos
despreciables de salinidad.

Segun los potenciales redox (Eh) clasifican como reductores intermedios, sin
embargo entre los suelos de Bella Vista, Qro. y de Salitre en Hidalgo no hay
diferencias significativas en este parametro y si con el suelo de Querétaro. Los
valores de potencial redox (Eh), que definen el caracter oxidante o reductor
asociado a los suelos, indican que los suelos evaluados resultaron ser poco
reductores propiciando ciertas propiedades para que se encuentre con mayor
frecuencia el As V' .De forma similar los valores de potencial zeta (pZ) en los
extractos de saturacion los muestran como suelos que presentan suspensiones
coloidales de particulas moderadamente estables; estos resultados y criterios de
clasificacion se reportan por vez primera para estos suelos. La estabilidad del
suelo sirve también como un indicador cualitativo de la actividad biolégica, flujo de
energia, y desarrollo del ciclo de nutrientes. La agregacion de las particulas del
suelo debe ser constantemente renovada por los procesos bioldgicos (USDA,

2000). Los suelos de Querétaro (pH=7.10) mostraron el valor mas bajo de pZ (-
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18.2 mV); es oportuno indicar que valores < -30 mV indican una elevada
estabilidad en las fracciones coloidales en la fase liquida de los suelos (Malvern,
2004). Con base a esto se puede decir que el suelo de Bella Vista, Qro. y del
Salitre en Zimapan, Hgo., son de elevada estabilidad en sus fracciones coloidales
formadas por micelas negativas de materia organica mientras que los suelos de
Querétaro se ve disminuida por exceso de riego y uso de estos suelos para la
agricultura.

Los contenidos de humedad (cuadro 13) de todos los suelos resultaron ser de
moderados (Bella Vista y Salitre) a altos (Querétaro) lo cual se debe corresponder
a suelos con contenidos en arcillas de alrededor de 60% por cuanto Ssus
capacidades para retener el agua (CRA) son moderadas. En el cuadro 14 se
aprecian los resultados de texturas. No se aprecian diferencias significativas entre
las texturas de los suelos de Querétaro y Bella Vista que resultan ser arcillosos.
Los suelos arenosos, condicionan que puede debilitar el crecimiento, y volumen
del sistema radicular de las plantas, disminuye la disponibilidad de los nutrimentos,
perjudica la capacidad de retensién del agua, limita la capacidad de intercambio

cationico.

Cuadro 13. Contenidos de humedad en los suelos

Suelos Querétaro Bella Vista Salitre
% Humedad en suelos
Media 25.32 13.89 11.67
Desv. Est 0.55 0.79 0.34
%CV 2.16 5.72 2.91
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Cuadro 14. Resultados de texturas de los suelos en estudio. Entre paréntesis
se muestra el porcentaje del coeficiente de variabilidad

Suelos Querétaro Bella Vista, Qro. Salitre, Zimapan
Textura arcilloso arcilloso arcill-aren
Arena (%) 16.88 (1.24) 18.96 (1.88) 40.89 (2.33)
Arcilla (%) 64.27 (1.93) 61.21 (1.50) 36.51 (1.63)
Limo (%) 17.96 (2.27) 20.67 (2.31) 22.59 (2.63)

En el cuadro 15, se muestran los resultados de densidad real y aparente, los
porcentajes de capacidad de campo (CC), agregados estables y de saturacién de
bases; asimismo se muestra el resultado de velocidad de infiltracion y de espesor
del horizonte A. Se observa una semejanza entre los suelos de Querétaro y Bella
Vista; es el suelo de Salitre el que menor capacidad de campo presento,
coincidiendo con el de menor porcentaje de humedad; igualmente fue el suelo de
mayor velocidad de infiltracion lo cual se corresponde con el suelo mas rico en

arena (mas arenoso) y con menor capacidad para retener humedad.

Cuadrol5. Parametros fisicos de los suelos en estudio

Suelode Suelo de Bella Suelo de Salitre,

Parametro Querétaro Vista Qro. Zimapan
Densidad real ( Mg/m®) 2.09 2.04 1.9
Densidad aparente ( Mg/m3) 1.162 1.09 1.02
Cap. de campo % 13.46 12.37 7.84
Agregados estables % 30.79 28.42 17.19
Saturacion de bases % 33.57 86.19 82.59
Cap. de inter cati6nico (cmol™® Kg™®)  12.96 82.59 8.36

La determinacién de la materia organica (MO) resulta fundamental para el

conocimiento de la productividad agricola y forestal de los suelos (Alvarez y
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Steinbach, 2006; La Manna et al., 2007). Los resultados de MO se muestran en la
tabla 16. Se puede observar que clasifican segun la normatividad mexicana (NOM-
021-SEMARNAT-2000; Boulding, 1995) como suelos con contenidos muy bajos de
MO los suelos de Salitre y Querétaro y como de bajos contenidos el suelo de Bella

Vista.

Cuadro 16. Resultados de los contenidos de materia orgénica en los suelos

en estudio
Suelos Querétaro Bella Vista, Qro. Salitre, Zimapan
% Materia Organica en suelos
Media 2.27 5.05 3.74
Desv. Est 0.24 0.15 0.27
%CV 10.43 2.94 7.22

Por analisis elemental se determind % de Carbono organico y % de
Nitrégeno; los resultados se muestran en los cuadros 17 y 18. Se puede observar
gue existen diferencias significativas en cuanto a los % C y % de N,O. Por los
contenidos de nitrogeno y segun NOM-021-SEMARNAT-2000, el suelo de
Querétaro clasifica de contenidos medios en tanto los suelos de Bella Vista y

Salitre con contenidos bajos, sobre todo este ultimo.

Cuadrol7. Resultados del andlisis elemental de Nitrogeno (total)

Suelos Querétaro  Bella Vista, Qro.  Salitre Zimapan
Nitr6geno Total
Promedio 0.78 0.53 0.21
Des Est. 0.02 0.1 0.01
%CV 2.85 2.6 5.61
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Cuadro 18. Resultados del andlisis elemental de %C Organico

Suelos Querétaro Bella Vista, Qro. Salitre, Zimapan
Carbono Orgénico (% C)
Promedio 1.28 2.86 2.11
Des Est. 0.13 0.1 0.15
%CV 10.13 3.5 7.11

Los contenidos de arsénico en los suelos se muestran en la tabla 7. Se
observa la elevada contaminacion que presenta el suelo de la region de Salitre en
Zimapan, Hgo., mismo que se ha sefialado que es de origen geomorfologico. Este
resultado resulta una dos veces mas bajo que el minimo que reporté Lechuga et
al. (2002) en esta misma zona; sin embargo cabe mencionar que el trabajo citado
no se indican las coordenadas geograficas de la toma de muestra de suelo por
tanto no pueden compararse con el mismo rigor. Le siguen en orden decreciente
de la contaminacién natural (origen geomorfol6gico) por arsénico, el suelo de Bella
Vista, Qro., con un nivel de concentracion arsenical diez veces menor que el suelo
de El Salitre en Zimapan Hgo. (Cuadro 19).En estos dos casos se pueden sefalar
nuevamente la caracteristica de proximidad geografica considerandose como un

suelo no contaminado por arsénico (< 40 pg/kg), el suelo de Querétaro.

Cuadro 19. Contenido de (As) de los suelos en estudio

Suelos Querétaro”  Bella Vista Salitre, Zimapan®™
As ug/kg
muestra 1 12.044 72.448 692.223
muestra 2 11.979 72.503 774,752
muestra 3 13.995 74.806 713.149
Media 12.67 73.25%* 726.71%
Des Est. 1.15 1.35 42.90
CV % 9.04 1.84 5.90

Diferencia significativa P<0.01** Control negativo (-), Control positivo (+)
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IX.2 Analisis de las aguas de riego
Potencial Hidrégeno (pH)

En el cuadro 20, se presentan los resultados encontrados en el agua de
Querétaro el valor de 8.1 correspondiente al promedio de tres replicas y se puede
considerada como moderadamente alcalinas, el agua de el Salitre Hgo y Bella
Vista también pertenecen a esta categoria. Con valores de 7.85 y 8.28.Se podria
decir que en agua dulce el pH oscila desde 6,5 hasta 8,7; en lagos alcalinos con
carbonato sodico es mayor de 9; cuando existen acidos sulfurico, humicos se da
hasta un pH de 3 (en suelos ricos en SH 2). A pH menores de 3 o mayores de 9
pueden considerarse toxicos para el protoplasma de plantas vasculares debido a
las concentraciones de iones H+ y OH- respectivamente. También se menciona
gue en suelos alcalinos pueden quedar inmovilizados los nutrientes como Mn +2,
Fe +3 o los fosfatos. Las bacterias prefieren aguas mas alcalinas, los hongos
aguas mas acidas y la algas cianoficeas desaparecen practicamente a pH menor
de 4. Por lo que estas aguas favorecen al crecimiento de micoorganismos
promoviendo la adsorcién o la transformacion de algunos compuestos debido a la

actividad bioldgica dentro del suelo

Cuadro 20. Resultados de pH, en las aguas utilizadas en los experimentos de
cultivo de garbanzo de las tres regiones en estudio

Agua Querétaro  Bella Vista El Salitre

pH pH pH

muestra 1 8.16 8.32 7.88
muestra 2 8.18 8.26 7.85
muestra 3 8.19 8.25 7.83
Media 8.18 Media 7.85
DSm 0.02 Dsm 0.03
CV % 1.55 CV% 1.68
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Conductividad Eléctrica (CE)

La CE sefala que las tres muestras de agua presentan caracteristicas similares:
Querétaro (0.37 mS/cm), Salitre Hgo (0.34 mS/cm) y Bella Vista (0.38 mS/cm) y
clasificadas como aguas con efectos despreciables de salinidad (cuadro 21). Estos
valores son importantes debido a que el aumento de la salinidad puede
incrementar la movilizacion de metales y su retenciéon por dos mecanismos.
Primeramente, los cationes Na y K pueden reemplazar a metales pesados en

lugares de intercambio cationico.

Cuadro 21. Resultados de la CE en las aguas utilizadas en los
experimentos de cultivo de garbanzo de las tres regiones en estudio

Agua Querétaro Bella Vista El Salitre
CE mS/cm

muestra 1 0.37 0.38 0.35
muestra 2 0.38 0.37 0.34
muestra 3 0.37 0.38 0.34
Media 0.37 0.38 0.34
DSm 0.01 0.01 0.01
CV % 1.55 1.53 1.68

En una segunda fase, los aniones cloruro y sulfato pueden formar compuestos
mas estables con metales tales como Pb, Zn, Cu, Cd y Hg. Por otra parte, las
sales normalmente dan pH alcalino. Los resultados de un estudio de sorcion para
este metaloide, se obtuvo que el arsénico se adsorbe cuando la incrustacion en
tuberias de agua es sometida a pH acidos y tiempo de contacto de 6 horas. El

arsénico se desprende de la incrustacion bajo condiciones de pH alcalino (8.5)
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Potencial REDOX (Eh)

Los resultados para este parametro dentro de las tres aguas en estudio mostraron
ser moderadamente reductoras (Cuadro 22). Segun los potenciales redox (Eh)
clasifican como reductores intermedios, sin embargo entre los suelos de Bella
Vista, Qro. y de Salitre en Hidalgo no hay diferencias significativas en este
parametro y si con el suelo de Querétaro. Los valores de potencial redox (Eh), que
definen el caracter oxidante o reductor asociado a los suelos, indican que las
aguas evaluadas resultaron ser poco reductores. Este valor lo que puede
promover que predomine el As ° en la solucién del suelo mientras la forma de As "
es mas abundante cuando el valor esta por debajo de 500 mV (Masscheleyn,
Delaune & Patrick, 1991). En otro estudio demostraron que las incrustaciones
presentes en la red de distribucion, podrian adsorber y desprender arsénico si

cambian las condiciones redox de la red.

Cuadro 22. Resultados de Eh, en las aguas utilizadas en los experimentos
del cultivo de garbanzo de las tres regiones en estudio

Agua Querétaro Bella Vista El Salitre
Eh (mV)
muestra 1 -60.3 -69.3 -44.2
muestra 2 -61.1 -65.8 -42.2
muestra 3 -61.7 -65.2 -41.2
Media -61.03 -66.77 -42.53
DSm 0.70 2.21 1.53
CV % 1.15 3.32 3.59

Contenido de arsénico (As)

Como antecedente se reconocen los resultados de los andlisis de agua de los
pozos y distribuidor general que fueron reportados en un trabajo previo (Prieto et

al., 2005) y en todos los casos exceden al valor maximo permisible de As (0,025
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mg-L™Y). Esto se relaciona con lo encontrado en este estudio (cuadro 23), las
concentraciones determinadas en agua de Querétaro demuestran que la cantidad
de arsénico es muy inferior con respecto a los sitios localizados en el Salitre Hgo y
Bella Vista. Salitre presenta el doble de concentracion de arsénico (68.14 ug/L)
como era de esperarse, en la realizacion de monitoreos en 1998, concluyeron de

cerrar algunos pozos ya que presentaban concentraciones de hasta 1,5 mg/L:.

Cuadro 23. Resultados de la concentracion de arsénico, en las aguas utilizadas
en los experimentos del cultivo de garbanzo de las tres regiones en estudio

Agua Querétaro(-) Bella Vista El Salitre(+)
As ug/L

muestra 1 2.719 46.486 66.205
muestra 2 2.643 44.659 68.444
muestra 3 2.267 45.064 69.785

Media 2.54 45.40%* 68.14**

DSm 0.24 0.96 1.81

CV % 9.52 2.11 2.65

Diferencia significativa P<0.01** Control negativo (-), Control positivo (+)

IX.2.1 Contenido de arsénico en los lixiviados
1% Etapa de desarrollo

En el cuadro 24, se presenta el promedio de la concentracion de As
determinada de tres réplicas de los lixiviados obtenidos después del primer riego.
Los suelos de el Salitre en Zimapan, Hgo, presentan altas concentraciones de
arsénico como lo demostrd Prieto et al. (2006) que ademas se menciona sobre
los contenidos de este elemento durante el periodo marzo 92-marzo 93, confirmoé

gue dichos pozos estan contaminados con arsénico y que rebasan los limites
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maximos permisibles por la Normativa Mexicana NOM-127-SSA1-1994. (0,010
mg.L-)

El lixiviado del suelo de Bella Vista presenta una promedio en la concentracion de
46.76 y cuando es lavado con agua de Querétaro disminuye la concentracion
(33.08) debido a que el agua de Querétaro presentd en estudios anteriores una
concentracion muy baja de arsénico, los lixiviados de los suelos de Querétaro
presentan una diferencia comparado con las concentraciones de arsénico
presentes para el suelo irrigado con agua contaminada con arseniatos, el valor fue

de 48.92 pg/L y 5.38 pg/L respectivamente.

Cuadro 24. Resultados de la concentracion de arsénico en los lixiviados
provenientes de los suelos de los seis experimentos de la 1% etapa de
desarrollo del

Garbanzo.
Lixiviado 12
e SZIAZ SZ/IAQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AC* SQ/AQ**
As ug/L As ug/L As ug/L As ug/L As ug/L  As ug/L
muestra 1 128.12 60.96 45.93 31.25 48.67 5.48
muestra 2 133.09 76.44 50.31 34.24 48.92 5.88
muestra 3 115.68 73.99 41.45 33.74 49.16 5.88
Media 125.632 70.46°  4590°Y  33.08¢ 48.92° 5.75°
DSm 9.0 8.3 4.4 1.6 0.2 0.2
CV % 7.1 11.8 9.7 4.8 0.5 4.0

Letras diferentes,existe una diferencia significativa p>0.05. Control positivo*. Control negativo**

2% Etapa de desarrollo

Como antecedente se reconocen los resultados de los analisis de agua de
los pozos y distribuidor general que fueron reportados en un trabajo previo (Prieto
et al., 2005) y en todos los casos exceden al valor maximo permisible de As (0,025
mg-L™). Esto se relaciona con lo encontrado en este estudio (cuadro 25), las
concentraciones determinadas en agua de Querétaro demuestran que la cantidad
de arsénico es muy inferior con respecto a los sitios localizados en el Salitre Hgo y

Bella Vista. Salitre presenta el doble de concentracion de arsénico (68.14 ug/L )
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como era de esperarse, en la realizacion de monitoreos en 1998, concluyeron de
cerrar algunos pozos ya que presentaban concentraciones de hasta 1,5 mg/L-. Las
caracteristicas de la region y la génesis de los suelos difieren la textura, cantidad
de materia organica, la flora y fauna constituyen elementos importantes para que
existan diferencias en los contenidos de arsénico en los suelos (Waqar y col.

2009) de estas regiones las concentraciones de As tanto para los lixiviados

Cuadro 25. Resultados de la concentracion de arsénico en los lixiviados
provenientes de los suelos de seis experimentos de la 2% etapa de desarrollo
del garbanzo

;Z‘g’t'zsg SZIAZ SZ/IAQ SBV/ABV  SBV/AQ SQ/AQC* SQ/IAQ**

As ug/L As ug/L As ug/L As ug/L  Aspug/L  As ug/L
muestral  150.5 125.1 98.3 81.3 153.6 41.1
muestra 2  144.4 125.5 91.5 85.4 165.1 34.4
muestra3  145.4 135.2 94.8 95.3 158.3 44.2
Media 146.82 128.6° 94.8° 87.4° 159.02 39.9¢
DSm 3.3 5.7 3.4 7.2 5.8 5.0
CV% 2.2 4.4 3.6 8.2 3.7 12.6

Letras diferentes diferencia significativa p>0.05. Control positivo*. Control negativo**

provenientes de SZ/AZ y SQ/AQC se presentaron 3 veces mayor a el grupo
control SQ/AQ, los demas lixiviados también presentaron diferencias significativas
(p<0.05 Dunnet) con respecto al grupo SQ/AQ. El comportamiento de de las

concentraciones de As para cada experimento en sus distintas etapas varié.

3% Etapa de desarrollo

Al evaluar los niveles de concentraciones de As en los lixiviados se llego a los
resultados que se muestran en el cuadro 26, para cada experimento, al igual a la

etapa I, la concentracion es mayor en el experimento SZ/AZ. También se puede
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observar que el valor del experimento SQ/AQC es el siguiente en cuanto a

concentracion importante de As y como era de esperarse.

Cuadro 26 Resultados de la concentraciéon de arsénico en los lixiviados
provenientes de los suelos de los seis experimentos de la 3% etapa de
desarrollo del garbanzo

Lixiviado

3% etapa SZIAZ SZ/AQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/IAQ**
As pug/L  As ug/L Aspug/L  Aspg/L  Asug/L  Asug/L
muestra 1 137.346 147.453 115563 55.326  152.53  22.128
muestra 2 135.232 142.331 110.234 65.325 155.436 25.126
muestra 3 134.391 144.391 104.391 64.965 157.327 23.132
Media 135.7° 144.7° 110.1°¢ 61.9¢ 155.12 23.5°
DSm 1.5 2.6 5.6 5.7 2.4 1.5
CV% 1.1 1.8 5.1 9.2 1.6 6.5

Letras diferentes diferencia significativa p>0.05. Control positivo*. Control negativo**

4% Etapa de desarrollo

En la etapa IV, las concentraciones siguieron el mismo patron en comparacién con
las etapas anteriores, solo el experimento marcado como SQ/AQC fue el que
mayor concentracion de As se determino. La tendencia de los lixiviados durante
estas etapas analizadas presentan un mismo comportamiento, las
concentraciones varian en cada uno de ellos y entre cada etapa analizada pero los
valores mas altos los presentan lo experimentos SZ/AZ Y SQ/AQC (cuadro 27). A
diferencia del control negativo (24.8 As pg/L™). Con estos resultados se demuestra
gue no es recomendable la siembra de este cultivo en de suelos de el Salitre en
Zimapan debido a que los tejidos de estas plantas pueden transferir a la cadena

alimentaria del ser humano al arsénico.
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Cuadro 27. Resultados de la concentracién de arsénico en los lixiviados
provenientes de los suelos de los seis experimentos de la 4° etapa de
desarrollo del garbanzo

'i;"g’t'g‘gg SZIAZ SZ/IAQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/IAQ**
As ug/L Aspug/L  Aspug/lL  Aspg/ll  Aspug/l  As ug/L
muestra 1 119.9 93.3 96.1 69.3 153.9 22.5
muestra 2 121.9 82.3 94 .4 54 .4 152.4 28.5
muestra 3 125.0 72.3 86.1 64.4 163.9 23.3
Media 122.3° 82.7° 92.2° 62.7¢ 156.8%  24.8°
DSm 2.5 10.5 5.3 7.6 6.3 3.2
CV% 2.1 12.7 5.8 12.1 4.0 13.0

Letras diferentes diferencia significativa p>0.05. Control positivo*. Control negativo**

5% Etapa de desarrollo

Esta etapa de desarrollo del garbanzo se caracterizd por dejar secar por
completo la planta y obtener el fruto como parte final del desarrollo del garbanzo,
al analizar los contenidos de Arsénico en los lixiviados se encontr6é un decremento
en las concentraciones de As, a diferencia de la etapa anterior , Para el lixiviado
SZ/AZ de la etapa 4, el valor fue de 116.9+7.0 comparado con el valor del mismo
grupo pero en la 5% etapa (104.1+5.9) p<0.05.. Asi mismo para los diferentes
grupos comparados con la etapa anterior se observd una disminucion en las
concentraciones de arsénico.
La concentracion mas alta para esta etapa fue el grupo SQ/AQC* (123.0+5.5)
como era de esperarse posteriormente le siguieron los lixiviados del grupo SZ/AZ
>SBV/ABV>SZ/AQ >SBV/AQ vy por ultimo el grupo SQ/AQ (18.9+2.6). Al aplicar el
estadistico de Tukey, a los datos, se observéd que el promedio de mayor valor fue
el de SQ/AQC* con una diferencia significativa con respecto al control SQ/AQ**.
Como se observa en el cuadro 28, letras similares no existe diferencia significativa

p>0.05 vy letras diferentes, hay diferencia entre los promedios p>0.05.
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Cuadro 28. . Resultados de la concentracion de arsénico en los lixiviados
provenientes de los suelos de los seis experimentos de la 5% etapa de
desarrollo del garbanzo

Lixiviado
5% etapa SZIAZ SZ/AQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/AQ**
Aspug/L  Aspg/L  Aspug/L  Aspug/ll  Aspg/l  As ug/L
muestra 1 110.3 78.4 88.5 54.4 120.3 16.1
muestra 2 98.5 71.9 82.0 49.4 129.4 21.3
muestra 3 103.8 69.9 80.2 49.9 119.5 19.3
Media 104.1° 73.3° 83.5° 51.2¢ 123.0° 18.9°
DSm 5.9 4.4 4.3 2.7 5.5 2.6
CV% 5.7 6.0 5.2 5.3 4.4 13.8

Letras diferentes diferencia significativa p>0.05. Control positivo*. Control negativo**

IX.3. Prueba de germinacion en semillas de garbanzo (Cicer arietinum L).

A continuacidon se presenta en los resultados de las semillas de garbanzo (C.
arietinum ) que germinaron y la longitud alcanzada de la radicula por dia. En el
cuadro 29, se refiere a las semillas de garbanzo suministradas por el INIFAP de

Celaya, Guanajuato y semillas no certificadas de grado comercial.

Cuadro 29. Anédlisis de germinacién y crecimiento radicular de las semillas de
garbanzo certificado. Cicer arietinum Var Kabuli (noreste) INIFAP-Celaya,
Guanajuato y no certificado. Entre paréntesis la desviacion estandar

Longmm Longmm Longmm Longmm Long mm Long mm

Semilla de: (1 dia) (2 dia) (3 dia) (4 dia) (5 dia) (6 dia)
Var. Kabuli
(noreste) INIFAP 0.00 0.631 1.526 2.158 2.658 3.526
Celaya, ' (0.059)* (0.058)% (0.088)% (0.095)% (0.121)*
Guanajuato
Garbanzo no 0.00 0.263 1.000 1.139 1.447 1.821

b b b b b
it oatlo (0.045°  (0.055)°  (0.095)°  (0.120)°  (0.148)

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Como se puede apreciar existen diferencias importantes entre estas dos
condiciones de semillas certificadas y no certificadas. Cuando se trata de semillas

certificadas, 18 de 20 semillas (90%) germinan perfectamente y su raiz alcanza los
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4 mm de longitud, aproximadamente al sexto dia; en promedio alcanzaron 3.53
mm. Para semillas comerciales s6lo 12 de 20 semillas germinaron (60%) y sus
raices alcanzaron tamafios entre 2.0 y 3.5 mm. En promedio alcanzaron 1.82 mm,
es decir aproximadamente la mitad que en semillas certificadas.A partir de 10°C el
garbanzo (Cicer arietinum L) es capaz de germinar, aunque la temperatura 6ptima
de germinacién oscila entre 25-35°C. Si las temperaturas son mas bajas se
incrementa el tiempo de la germinacion. Para este caso la temperatura fue de
25°C, obteniéndose buenos resultados para el caso de la variedad Kabuli
(Noralite), pues se observa que las semillas alcanzaron al cuarto dia buena
longitud en su raiz principal para que con ellas se puedan realizar estudios de
genotoxicidad. Aunque algunas semillas lograron germinar tardiamente al final del
sexto dia murieron, las que germinaron alcanzaron buena longitud de raiz hasta el
sexto dia. Este comportamiento se atribuye fundamentalmente a diferencias
genéticas, a las condiciones de maduracion, tamafio de las semillas, intensidad de
la dormancia, etc. (Sdnchez et al. 2004). En la figura 8, se observa las dos
semillas empleadas en este experimento y algunas plantas de garbanzo (Cicer

arietinum L) desarrolladas.

Noralitg
IFAP Ce
o

[
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Figura 8. Germinacién en una camara de crecimiento (Biotronete, mark Ill) con
condiciones de temperatura y fotoperiodo controlado
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IX.4. Evaluacion de la bioacumulacion de arsénico por etapas crecimiento
en laplanta del garbanzo.

1% etapa de desarrollo del garbanzo.

Otro problema es el de la ingestién de plantas de cultivo que se cosechan
de sitios con antecedentes de actividad minera, ya que acumulan en sus tejidos
algunos elementos téxicos suelo y que al ser ingeridos en grandes cantidades por
el ser humano, pueden provocar dafos a la salud (Watanabe y Hirayama 2001).
Algunos estudios mencionan que en suelos contaminados con arsénico pueden
acumularse en plantas (Aguilar et al.2007). Como era de esperarse en el cuadro
30, se puede observar que la primera etapa de crecimiento del garbanzo (plantula
de aproximadamente 2.5 cm + raiz) concentro As en promedio de 0.87 mg/kg
cuando este se sembro en suelo del Salitre regado con agua de esta misma region
y que ademas fue la que se presento con mayor concentracion de As (726.71
mg/kg) También el suelo de esta misma zona pero irrigada con agua de Querétaro
se encontr6 un promedio de 0.80 mg/kg de As. Posteriormente los valores
encontrados para el suelo de Bella Vista (BV) irrigados con agua de BV y agua de
Querétaro, tienden a presentar diferencia con respecto al grupo control (Suelo de
Querétaro irrigado con agua Querétaro) con una concentracion de 0.003 mg/kg de
As, Esto corresponde al promedio encontrado para los suelos de Querétaro (0.013
mg/kg de As) y mientras que la concentracion presente en la plantula de garbanzo
en esta etapa para el suelo de Querétaro irrigado con agua contaminada con
arseniatos (100 mg/L™) el valor comparado con el anteriormente mencionado fue

dos veces mayor .
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Cuadro 30. Resultados de las concentraciones de arsénico en las la primer etapa
de desarrollo (plantula de aproximadamente 2.5 cm + raiz de garbanzo sembrado
en macetas con suelo de las tres regiones en estudio

Partes de
la planta SZ/AZ SZ/AQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AC* SQ/AQ**
As mg/Kg

muestra 1 0.84 0.82 0.59 0.63 0.56 0.003

muestra 2 0.95 0.81 0.59 0.66 0.48 0.002

muestra 3 0.81 0.79 0.65 0.72 0.48 0.003
Media 0.87 0.80 0.61 0.67 0.50 0.003

Des. Est 0.074 0.016 0.034 0.044 0.047 0.0001
CV % 8.6 1.9 5.6 6.6 9.3 9.6

Control positivo*. Control negativo**

2% Etapa de desarrollo del garbanzo

La colecta de las plantas se siguié con el mismo intervalo que fue de 23
dias después de la siembra y las concentraciones encontradas en raiz, tallo y hoja
son expresadas como mg/Kg, los valores ese encuentran en el cuadro 31 para
cada una de las partes durante la segunda etapa de crecimiento del garbanzo , asi
como eln los resultados anteriores (etapa 1) la raiz es la parte de la planta que
bioacumula mayor concentracion de As para todos los experimentos y el
experimento SZ/AZ, fue el de mayor concentracion, 7.97 mg/Kg, le siguid el
SQ/AQC con 7.46 mg/Kg de As. Asi mismo se identifica en la figura 8 el
comportamiento de los diferentes experimentos realizados con garbanzo con los
diferentes suelos. La concentracién de As en las tres partes de la planta, en el
control negativo, estd hasta siete veces menos en comparacion con las

concentraciones mas altas en raiz. Al parecer las plantas entre mas tiempo estén
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en contacto con el As tienden a bioacumular hasta llegar a una concentracion

tope.

Cuadro 31. Resultados de las concentraciones de arsénico en raiz, tallo y
hoja de garbanzo de la segunda etapa de desarrollo.

Partes de
la planta SZ/AZ SZ/AQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/AQ**
As mg/Kg

Raiz 7.97+0.58 7.23+0.40 4.50+0.96 6.84+0.76 7.46+0.10 0.059+0.00.
CV% 7.3 21.9 1.9 5.6 30.2 28.7
Tallo 5.88+1.29 5.95+1.80 3.424+2.29 4.43+1.90 5.99+0.55 0.016+0.00
CV% 21.3 66.9 42.3 11.2 42.8 35.8
Hoja 2.25+£0.04 4.20+1.21 2.34+0.99 4.83+1.73 6.55+0.67 0.077+0.05
CV% 1.4 9.2 10.3 96.1 46.1 75.3

Control positivo*. Control negativo**

En la primer etapa en el experimento SZ/AZ la raiz presento una concentracion de
0.84 mg/Kg de As para la segunda etapa esta incremento a 7.97 mg/kg de As, la
tercera etapa fue de 28.2 mg/Kg y en la cuarta etapa de 26.7 mg/kg, la cantidad o
el aporte que provee el agua de riego de cada regién magnifica la cantidad de As

encontrado en cada parte de la planta de garbanzo.
3%Etapa de desarrollo del garbanzo

En el cuadro 32, nos presenta las concentraciones de As en las diferentes
partes del garbanzo durante la colecta de la 3% etapa. En esta etapa la
concentracion mas elevada fue la del experimento SQ/AQC con un valor de 32.1
mg/Kg en raiz y el valor en tallo de 34.8 mg/Kg mientras que el control negativo se

mantuvo en un valor ocho veces menor.
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Cuadro 32. Resultados de las concentraciones de arsénico en raiz, tallo y
hoja de garbanzo de la tercera etapa de desarrollo.

Partes de la
planta SZIAZ SZ/AQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/AQ **
As mg/Kg
Raiz 28.2+2.3 13.4+0.7 24.2+1.8 22.6+1.5 32.1+1.1 0.012+0.1
CV% 8.1 55 7.3 6.49 3.35 4.63
Tallo 19.5+1.7 0.49+0.3 24.3+1.5 11.5+0.9 34.8+0.6.9 0.012+0.1
CV% 9.0 57 6.350 7.95 9.34 8.23
Hoja 48.7+4.4 0.9.4+0.6 25.8+25 185+1.0 27.4+3.4 0.015+0.1
CV% 9.0 6.7 9.6 5.2 6.6 6.8

Control positivo * Control negativo **

4% etapa de desarrollo del garbanzo

Los resultados para la etapa IV del cuadro 33, el valor del experimento SQ/AQC
fue menor a la etapa lll, y si observamos en los demas experimentos de esta
etapa, paso lo mismo las concentracion de As disminuyo lo que podria sugerirse
que la planta pudiera estar activando un mecanismo de defensa y pueda lograr

eliminar el As de sus tejidos.

Cuadro 33. Resultados de las concentraciones de arsénico en raiz, tallo y
hoja de garbanzo de la IV etapa de desarrollo

Partes de
la planta SZ/AZ SZ/IAQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC* SQ/AQ **
As mg/Kg

Raiz 329+35 274+24 127+04 86+06 323120 0.12%+0.1
CV% 10.50 8.81 3.01 7.27 9.45
Tallo 90+0.2 83+09 70+02 53+04 116+11 0.13x0.1
CV% 2.56 10.74 2.72 6.62 9.72 9.55
Hoja 158+1.2 10.3+1.0 89+06 7.2+10 20.8+05 0.17+0.1
CV% 7.59 9.62 6.31 13.45 2.34 7.29

Control positivo * Control negativo**
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5% etapa de desarrollo del garbanzo

En esta etapa la planta estd completamente seca para posteriormente ser
cosechada, se obtuvieron ademas de la raiz, tallo y hoja y la vaina que reviste al
grano. Los resultados se presentan en la tabla 34. Se puede observar el que
dentro de los grupos experimentales las plantas que crecieron en el suelo SZ/AQ
presentaron los valores mas altos de arsénico (mg-Kg™) en cuanto se refiere a la
raiz 34.7+2.2 y SQ/AQC* (27.9+2.1), mientras que el valor del fruto en el
experimento SZ/AZ (20.0+2.1) fue un dato importante debido a que esta parte de
la planta esta incluida dentro de la dieta humana y que podria ser una entrada a la
cadena alimentaria , sin embargo para los demas grupos experimentales solo el
grupo SBV/AQ, resulté con un valor cercano al encontrado en SZ/AZ. La parte de
la planta con una concentracion importante fue la hoja, los valores se encontraron
en el siguiente orden SQ/AQC *> SZ/AQ > SBV/AQ >SZ/AZ> SBV/ABV> SQ/AQ
** Esta parte de la planta es utilizada como forraje por lo que es una fuente
importante de entrada de As en los tejidos de animales domésticos, y como
consecuencia sus posibles repercusiones en el ser humano al consumir productos

de estos animales.

Cuadro 34. Resultados de las concentraciones de arsénico en raiz, tallo, hoja
y vaina de la 5% etapa de desarrollo del garbanzo

Sggf: dela  syaz  szAQ SBV/ABV SBV/AQ SQ/AQC * SQIAQ **
As mg/Kg
Raiz 240+20 347+22 135+13 88+06 27.9%21 09201
CV% 8.2 6.4 9.4 7.1 7.4 6
Tallo 78+07 7.7t04 22+01 0701 123+08 13+0.1
CV% 9.1 5.5 3.5 8.9 6.8 430
Hoja  134+15 196+23 60+01 71+18 27.1+22 14401
CV% 115 115 1.8 10.8 8 25
Grano  200%21 20+01 33403 08+01 160+14 08%0.1
CV% 10.5 43 10 8.7 7 12.5
Vaina 0.7¢0.1 0.8+001 12+01 1.1+01 1.1+01 0.01+0.001
CV% 9.1 1.25 11.2 9.0 5.3 10

Control positivo*. Control negativo**



IX.5. Indices de bioacumulacion de arsénico en los diferentes 6rganos por

etapas de crecimiento en garbanzo (C. arietinum )

A continuacion se presenta el cuadro 35 de los indices de bioacumulacion
(IBA) para cada experimento durante el desarrollo del garbanzo. Durante la primer
etapa que consistio de la colecta de cada grupo experimental (plantula de
aproximadamente 2.5 cm + raiz) y se observo que el indice mas alto se encontré
en el experimento suelo de Querétaro irrigado con agua contaminados con
arseniatos SQ/AQC* (72.5). Este valor demuestra que el agua incide en que esta
parte de la planta se encuentra en contacto directo con la solucion del suelo
permitiendo que el arsénico se encuentre disponible para que sea absorbido por la
raiz, ademas la caracteristica fisica de los suelos puede permitir el intercambio
entre la raiz y el arsénico (Lopez 2009). Los analisis de textura mostraron que los
suelos del sitio Querétaro, se encuentran clasificados como arcillosos y que tal vez
esta propiedad permita ver esta diferencia si lo comparamos con el experimento
SQ/AQ donde el indice fue de (0.2) tanto el suelo como el agua no contenia
concentraciones elevadas de arsénico, (0.012 mg/kg y 0.002mg/L™) razén por la
cual se determino este sitio como control negativo.
Mientras que los grupos experimentales SBV/ABV y SBV/AQ para esta etapa se
determinaron valores muy similares a indice de bioacumulacién y mas altos que
los grupos de Zimapan donde se deberia esperar lo contrario , pues las
concentraciones de As en agua y suelos fueron las mas altas (0.068mg/L™ y
0.726 mg/kg) respectivamente. La caracteristicas de los suelos de Bella Vista
permitieron que el arsénico estuviera mas disponible, y cabe recordar que el suelo
mas apropiado para el cultivo del garbanzo tiende a ser con mayor cantidad de
arena y bien aireados (Riaz et al. 2010) al comparar los suelos del Salitre en
Zimapan (arcillosos/arenosos) y Bella Vista del Rio, los primeros tienen un
porcentaje mayor (40.89) y en menor proporcion los segundos (18.96) y de esta
forma las mejores condiciones tanto para las plantas como para la especie de
arsénico presente seria la gran diferencia de la disponibilidad. EI grupo
experimental (SQ/AQC) suelo de Querétaro irrigado con agua intencionalmente
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contaminada con arseniatos 100mg/L™, presento el indice de bioacumulacién mas
alto, como era de esperarse aunque es un suelo con concentraciones de 12.67
ng/kg™ el méas bajo en comparacién con los otros dos sitios, El agua contaminada
y las caracteristicas fisicas del suelo promovieron que el (IBA) fuera importante en

esta etapa de desarrollo del garbanzo.

Cuadro 35. indice de bioacumulacién (IBA) de los diferentes 6rganos del garbanzo

en los seis grupos experimentales durante las diferentes etapas de desarrollo.

Partes de la
planta As mg/Kg
SZIAZ SZ/AQ SBV/ABV  SBV/AQ SQ/AC* SQ/IAQ**
12 etapa
Raiz 1.1+0.07 1.1+0.01 8.3+0.3 9.1+0.04 725+0.01 0.2+0.003
2% etapa
Raiz 108+06 99+04 69.8+1.2 56.1+0.29 616.6+1.1 0.80+0.04
Tallo 3.0+04 35+05 164+12 315+035 491.6+09 0.91+0.03
Hoja 10.1+0.2 7.0+0.5 452 +0.2 43.8+0.2 541.6+1.1 0.83+0.03
32 etapa
Raiz 38.8+23 18.4+0.7 333.0+1.8 3095+15 2675+1.1 1.0+0.01
Tallo 26.8+1.7 6.74+0.03 3320+15 1575+0.9 2066 +0.6 1.0+0.01
Hoja 67.0t4.4 129+0.6 353.4+25 2534+10 228334 1.2+0.01
42 etapa
Raiz 453+35 37724 173.9+04 117.8+0.6 2691+2.0 1.00+0.01
Tallo 12.3+0.2 11.4+09 95.8+0.2 72.6+0.4 966+1.1 1.08+0.01
Hoja 21.7+1.2 141+10 121.9+1.0 98.6+1.0 1733+0.5 1.41+0.01
52 etapa
Raiz 30.0£2.0 47.7%x22 1849+1.3 1205+0.6 3158+2.1 7.5+0.01
Tallo 10.0+0.7 106+0.4 30.1+0.1 95+0.1 1858+1.8 10.8+0.01
Hoja 18.0+15 269+23 82.1+0.1 97.2+1.8 3091+22 11.6%1.01
Vaina 0.7+0.1 0.8+0.01 1.2+0.1 11+01 91.1%01 3.3+£0.01
Grano 27+0.1 2707 45.2+0.1 10.9+1.1 133.3+1.0 4.2 +0.01

En la segunda etapa se puede observar que los IBA son mas elevados, se
encontraron en la raiz para cinco grupos experimentales en comparacion con el

grupo control negativo (SQ/AQ) debido a que la células de la raiz se encuentran
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en contacto directo con la solucion del suelo .Segun Cabezas et al. (2004), la
absorcién de metales por la planta aumenta al incrementarse la concentraciéon
total de metales en suelos, hasta que alcanza un valor maximo o umbral a partir
del cual la planta no responde a mayores aplicaciones, pero si comparamos los
valores de As de los distintos suelos el de (SZ/AZ) el del grupo experimental
SBV/ABYV resulto que este ultimo, el IBA, fue mas elevado , y tal vez la textura y
cantidad de materia organica entre otros factores influyeron en la disponibilidad del
As. Ademas se sabe que una gran cantidad de plantas tienen la habilidad de
acumular, absorber, translocar sustancias y metales dentro de sus tejidos (Ernst et
al., 1992, Lasat 2000). En la figura 9 se resume el IBA durante todas las etapas
de desarrollo del garbanzo en correspondencia con cada grupo experimental, se
distingue el valor mas alto las raices que estuvieron expuestas al grupo SQ/AQC*,
(3158 + 2.1) en la quinta etapa de desarrollo de la planta como era de esperarse
(Callejas 2005) que fue el control positivo y le siguié SBV/ABV y SBV/AQ. Las
caracteristicas de los suelos de Bella Vista permitieron que el permitieron que el
As estuviera mas disponible.

El control negativo como se puede observar en la figura 9 el valor mas alto del IAB
se encontr6 de (7.5 £ 0.01) lo que sugiere que el consumo de la raiz por el ganado
no provoca riesgos a la cadena alimentaria (Bergmann, 1993), por su bajo
contenido de As en estos suelos sin embargo al agregarle agua contaminada con
As como se observé para el grupo SQ/AQC*, si existe este riesgo. Por lo general,
la absorcién de Hg desde el suelo a las plantas es baja, constituyéndose en una
barrera para la traslocacion desde las raices a las partes aéreas de las plantas
(Patra 'y Sharma, 2000)

70



indice de bioacumulacién en raiz

SQ/AQ*M I
SQ/ACH
SBV/AQ = Quinta etapa
H Cuarta etapa
Tercera etapa
SBV/ABV
H Segundaetapa
= Primer etapa
SZ/AQ
SZ/IAZ

0.0 400.0 800.0 1200.0 1600.0 2000.0 2400.0 2800.0 3200.0

Figura 9. Indice de bioacumulacion en raiz de garbanzo por
etapa de desarrollo para los seis grupos experimentales

La figura 10 se presentan los IBA del tallo para los seis grupos experimentales la
tendencia de los valores se observa bien acentuada para el grupo experimental
SQ/AQC* durante la tercera etapa de desarrollo de la planta, durante la cuarta
etapa el IBA disminuyo casi un 50% y esto pudiera deberse a la capacidad de las
plantas a tender a detoxificarse por algin mecanismo todavia poco estudiado
(Alonso-Castro et al. 2009).

También se menciona en algunos trabajos que las plantas pueden liberar
exudados, evapotranspiracion o por la volatilizacion e incluso las plantas lo
concentran en las hojas para después dejar caerlas al suelo como una medida en
contra de plagas por insectos o patégenos.

Sufie et al. (2007) En su trabajo observé que los mecanismos de acumulaciéon de
metales en plantas , todavia no se describen a profundidad, en su estudio se
demostré con plantas acuaticas en la bioacumulaciéon del cromo (Cr) y cadmio

(Cd) que en diferentes etapas de desarrollo de la planta Pistia stratiotes y Salvinia
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herzogii estan envueltos dos procesos para la acumulacion de estos metales, lo

que los llamo fase rapida y fase lenta durante sus experimentos.

indice de bioacumulacién en tallo

SQ/AQH

SQ/ACT

= Quinta etapa

SBV/AQ Cuarta etapa
u Tercera etapa
SBV/ABY = Segundaetapa
SZ/IAQ
SZ/AZ
0.0 500.0 1000.0 1500.0 2000.0

Figura 10. indice de bioacumulacion en tallo de garbanzo por
etapa de desarrollo para los seis grupos experimentales

Si se compara lo observado en la siguiente figura 11 los valores promedio (IBA)
para las hojas se encuentra una gran diferencia debido a que el As no se
almacena en su totalidad en el tallo ya que esta parte de la planta posee los
tejidos de conduccion , xilema y floema (Cambell et al. 2001) su constitucion es
meramente la de conducir los nutrientes provenientes de las raices a diferencia de
los tejidos de las hojas, pues en este oOrgano se encuentran tejidos de
almacenamiento como el parénquima esponjoso lo que permite mayor area de

alojamiento del As.

Los IBA se de mayor valor se observaron para el grupo experimental SQ/AQC* en
la quinta etapa de desarrollo. En todas las etapas analizadas para el grupo

SQ/AQC* la acumulacion de As provino del agua contaminada con arseniatos y no
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tanto del suelo, mientras que para los otros grupos como el de SZ/AZ y SZ/AQ, los
IBA estdn muy cercanos lo que hace suponer que la concentracién de As en el
suelo no fue los suficientemente disponible para presentar valores mas elevados

que el grupo SBV.

indice de bioacumulacién en hoja

SQ/AQM
SQ/ACH
SBV/AQ = Quinta etapa
Cuarta etapa
SBV/ABY H Tercera etapa
H Seguncdaetapa
SZ/AQ
SZ/AZ

0.0 500.0 1000.0 1500.0 2000.0 2500.0 3000.0

etapa de desarrollo para los seis grupos experimentales

Para el caso del grano y vaina, se puede observar en la figura 12 los IBA para
cada grupo experimental y se puede mencionar que el grupo SQ/AQC* tanto el
grano como vaina presentaron valores de (133.3£1.0 y 91.1+0.1) respectivamente
estos resultados rebasan el limite propuesto de As en alimentos en el Reino Unido
(normas indican un limite general de 1 mg/kg del total de arsénico en los alimentos
y un limite especifico de 0,1 mg/kg, La India estableci6 NM para el total de
arsénico en muchos alimentos, con disposiciones del Reglamento 8.1.1 (1) que
van de 0,05 mg/l (ppm) para las leches para lactantes, hasta 5 mg/kg para las
hierbas secas y las especias, asi como para los colorantes secos para alimentos
distintos de los colorante sintéticos, la riboflavina (Comisibn del Codex
Alimentarius 2011). Aunque no existe un margen de la cantidad de As en algunos

alimentos.
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indice de bioacumulacién en Vainay Grano

SQ/AQ™
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SBV/AQ
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0.0 20.0 400 60.0 80.0 100.0 120.0

Figura 12. indice de bioacumulacién en vainay grano en
la quinta etapa de desarrollo para los seis grupos experimentales

Los grupos experimentales SBV también presentaron valores elevados (45.2+ 0.1
y 10.9 £ 1.1) el primero dos veces mayor que el grupo SZ/AZ por lo que se puede
deducir que para el sitio Bella Vista, no es conveniente o un riesgo de ingerir
dentro de la dieta diaria el garbanzo se tendran que establecer estrategias de
obtencién de granos como lo es la siembra en invernaderos con sustratos
diferentes al suelo de esa region lo mismo se podria comentar del sitio del Salitre

en Zimapan.
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IX.6. Bioensayos para determinar el efecto genotéxico del arsénico

IX.6.1. Induccion de Micronucleos por los lixiviados (TRAD-MCN)

En esta parte del estudio se analizé la actividad gentdxica de los lixiviados,
por medio de la observacion de micronucleos figura (17). Existen antecedentes
gue mencionan que suelos pueden contener compuestos genotoxicos como es el
caso del estudio realizado por Lah et al. (2008) encontrando un incremento en la
frecuencia de microndcleos en Tradescantia clon 4430 al exponer cortes de esta
planta a lixiviados provenientes de suelos contaminados con metales pesados

demostrando que este bioensayo es sensible a concentraciones traza.

La figura 13. Microfotografia de una tétrada normal(a) y una con micronucleos (b)
observada a magnificacion 40X

Los resultados encontrados en cuanto a la genotoxicidad de los lixiviados de los
suelos de los tres sitios en estudio. Como se puede observar en el cuadro (34) el
lixiviado SQ/ AQ se tomo como control negativo, debido a que el agua de este
sitio, la concentracion de (As) esté por debajo del limite permisible establecido por
la NOM-127-SSA1-1994. Presentando valores en todas las etapas analizadas un
valor de 1.2+0.21 a 1.6 + 0.34 microndcleos, le siguio el SZ/AZ con 10.7+2.5 a
7.1+ 0.21 presentando una diferencia significativa P<0.01 con respecto al control
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esta diferencia mostrada en la frecuencia de micronucleos se le atribuye a la
concentracion de arseniatos agregada al suelo y la ya existente, Estos suelos
presentaron la mayor concentracion (726.71 pug/kg As) y debido a esto se podria
decir que el lixiviado que mas dafio provoco fue el de SZ/AQ, que corresponde
con lo analizado en un estudio realizado por Prieto et al.(2006), encontrd que el
namero de MNs encontrados en las muestras control y experimentales de las
aguas de Zimapan, presentaron diferencias significativas en células del meristemo
apical de Vicia faba. Por ultimo los lixiviados provenientes de los suelos de Bella
Vista SBV/ABV, se encontr0 que este presento dafio genotdoxico con una
frecuencia 5.9+ 0.80 a 7.0£0.83 vy el de SBV/AQ con un valor de 5.2+ 0.57a
6.0£0.65, entre estos dos lixiviados no se presento diferencia significativa P>0.05,
pero si con respecto al grupo control SQ/AQ, P< 0.01, los valores encontrados de
arseénico (73.25 pg/kg) para este sitio estuvieron diez veces menor comparado al
encontrado en suelo del Salitre Hgo. En la figura 18 se observan micronucleos

para cada grupo experimental

Cuadro 36. Resultados de la frecuencia de micronucleos/100 tétradas, expuestos a
lixiviados de suelos de Querétaro, Qro., Salitre Hgo. y Bella Vista Qro

Lixiviado Trad-MCN/100tetradas
1% Etapa 2% Etapa  3%Etapa 4% Etapa 5%Etapa
X+ DSm X+ DSm X _+ DSm X + DSm X + DSm

SZ/IAZ 7.1+ 0.21** 10.7x2.5* 9.2+1.5* 7.2+0.76** 10.8+1.1**

SZ/AQ 4.8+ 0.33** 7.0+£0.25** 7.5+0.29** 6.4+0.59** 8.8+0.67**
SBV/ABV 5.9+ 0.80** 7.0+£0.83** 6.7+£0.85** 6.6+0.55** 7.2+0.75**
SBV/AQ 5.2+ 0.57** 5.2+0.10* 5.4+0.45** 6.0+£0.65** 6.9+0.87**
SQ/AQC 4.5+ 0.37** 9.5+1.03* 8.9+0.61** 8.0+£0.35** 10.9+0.89**

SQ/AQ 16+034 1.2+0.21 1.3x0.10 1.5+0.06 1.6+0.2

Diferencias significativas P<0.01
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Figura 14. Microfotografias que muestran las tétradas y micronucleos de
Tradescantia clon 4430 expuestos a los lixiviados provenientes de los suelos
en estudio (Observados a aumento 40X)

IX.6.2 Induccién de mutaciones en pelos estaminales por los lixiviados
(TRAS-MPE).

La prueba de induccion de mutaciones en pelos estaminales de
Tradescantia se basa en el conteo de células que poseen una coloracion rosa que
se expresa como un gen recesivo a diferencia de la coloracion azul gen dominante
entre el promedio de pelos analizados (figura 15). En estudios realizados por
(Gichner et al 1980; Rodriguez et al. 1997) se ha encontrado que el pico de la
frecuencia de mutaciones es entre el 90. y 140. dia, razon por la cual los conteos
se hicieron cada tercer dia a partir del séptimo y terminando el decimocuarto dia,
las células mutantes que ocurren durante el desarrollo temprano de los pelos
estaminales se pueden dividir repetidamente y dar origen a una secuencia de
células con pigmentacion rosa, que se originan de una célula alterada ha sido

utilizada en una gran variedad de experimentos figura 20.

77



Figura

Figura 15. Pelos estaminales con el color dominante azul
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16. Aparicion de mutaciones al 7° dia de haber iniciado los experimentos. El
valor mas alto se presenta entre el 13°y 15° dia (Gichner et al. 1980).
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Los analisis en la aparicion de mutaciones corrobora lo mencionado con
anterioridad, significando que la prueba reacciona al estar sometida a los lixiviados
de la primera etapa de obtencion de lixiviados. Los valores mas altos
corresponden a los suelos de Zimapan y el control positivo (Suelo de Querétaro
regado con agua contaminada intencionalmente con arseniatos 100 ppm SQ/AQC)
figura 9. El control negativo mantuvo el valor por debajo del 1.0 % en mutaciones,
que se considera como mutacion espontanea algo similar en los experimentos de
Gichner et al. 1980, al realizar experimentos con dimetilsulfonato en los pelos
estaminales de Tradescantia, los valores se mantuvieron en mutaciones para el
suelo de Zimapan disminuyo 0.7 veces, en comparacion al lixiviado de la etapa 1,
esto puede surgir por el tipo de suelo. La segunda etapa de obtencién de los
lixiviados, los promedios de presenta en este sitio (arenoso) que este permitiendo
el lavado continuo de los suelos y que en esta etapa gran cantidad de arsénico ya
no se encuentre en el segunda etapa podria ser la causa mientras que el suelo del
control positivo (SQ/AQC*) se mantuvo en el mismo promedio, este suelo puede
retener mayor tiempo el arsénico por sus caracteristicas arcillosas. El control
negativo (SQ/AQ**) incremento el promedio de mutaciones, mas aun asi, se
encuentra por debajo de la mutacion espontanea (Gichner et al. 1980).

La tercera etapa, el incremento se vuelve a notar en los lixiviados provenientes de
suelo de Zimapan, el valor llega hasta un promedio cercano a 3.0
mutaciones/1000 pelos, el control positivo disminuye la produccion de mutaciones
y el control negativo se mantiene por debajo del 1 %. La etapa cuatro los lixiviados
provenientes de los suelos de SZ/AZ Y SQ/AQC* se mantienen con los valores
mas altos de produccion de mutaciones sin embargo el lixiviados de SBV/ABV
incrementa desde 1.9 hasta 2.9 y se pudiera deber a que en las primeras etapas
de riego las plantas estuviesen asimilando mayor concentracion de arsénico y
posteriormente se saturen y dejen de realizarlo en alguna medida. El control
positivo incremento y se observa una diferencia en comparacion del grupo control,
esto significa el aporte de arsénico proviene en su totalidad del agua y sugiere que

la calidad del agua influye en el estado de contaminacion por metales en los
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suelos. La etapa cinco y ultima de obtencién de lixiviados, se aprecia que los
lixiviados que durante todo el experimento produjeron la mayor cantidad de
mutaciones, siguen con el mismo patrén, el grupo contro positivo incremento a su
maximo valor de 3.74 mutaciones /1000 pelos, valores similares a los encontrados
en pruebas con lixiviados (Knasmuller et al. 1998). El concentrado de datos por
etapa se presenta en la figura 21. Mientras que en la figura 22, se pueden
observar los efectos del arsénico en los cambios de coloracion de las células de
los pelos estaminales de tradescantia clon 4430 y se nota el color caracteristico de

las células mutadas (Sumita et al., 2004)
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Figura 17 Muestra los promedios de mutaciones/1000 pelos en las diferentes
etapas de obtencién de los lixiviados de los diferentes experimentos.
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Figura 18. Se observan los pelos estaminales analizados para cada
grupo experimental. Células mutadas en color rosay células
normales en color azul

IX.6.3. Induccién de microntcleos por los lixiviados en células
meristematicas de las raices del garbanzo (Cicer arietinum L).

La prueba de microndcleos ha sido ampliamente utilizada tanto en
organismos animales como vegetales para detectar contaminantes ambientales ya
sea como elementos o como mezclas complejas (Fomin et al. 1999; Carreras et al.
2006). Esto se demostré aplicando la metodologia propuesta por (Banerjee A.
1992; Prieto et al. 2006) y aplicada en células meristematicas de garbanzo, y que
presentaron buena respuesta ante las diferentes concentraciones de arsénico
presente en los distintos lixiviados de los suelos colectados durante las cinco
fechas. Los resultados se presentan en la figura 19, y se puede observar que los
lixiviados de la 12 etapa, presentaron un valor muy diferente al grupo control
(SQ/AQ) los valores mas altos se presentaron para los lixiviados de los suelos SZ
irrigados con agua de Zimapan (1.60 a 3.4 micronucleos /1000 células) Asi mismo

81



le siguid el suelo SQ (1.8 a 3.7 micronucleos/1000 células) regado con agua

contaminada con arseniatos (100 mg/L).
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Figura 19. Resultados de los porcentajes de micronucleos/1000 células, expuestos
a lixiviados de suelos de Querétaro, Qro., Salitre Hgo. y Bella Vista Qro

También se puede observar que conforme se incrementa la fecha de
colecta de los lixiviados el porcentaje de micronucleos incrementa ademas, la
tendencia de los datos sigue un mismo patron de incremento para todos los
tratamientos, figura 20. Cotelle et al. 1999 encuentra este mismo dato para el
cadmio en células del meristemo apical de las raices de Allium cepa y concluye
que la intensidad depende de la concentracion y el tiempo de exposicion. Por
primera vez se emplea esta técnica modificada de micronucleos para obtener
mejores resultados. Estos datos nos demuestran el efecto genotoxico de los
lixiviados en un ser vivo, es una medida para determinar el riesgo de exposicion.
Se tendran que tomar medidas de eliminacion de As en las aguas de consumo

humano por los efectos que ya se han demostrado con este bioensayo.
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Figura 20. Se observa un incremento de los micronucleos en células de la
raiz de garbanzo en las diferentes etapas de obtencion de los lixiviados.

Existe una gran cantidad de estudios enfocados a la evaluacion genotoxica
de muestras de suelos, obteniendo buenos resultados, enfocandose a la
preparacion de lixiviados y realizar exposiciones con diferentes bioensayos
(Békaert et al., 2002; White y Claxton 2004). Por lo anterior podriamos decir que
los bioensayos sobre mutagenicidad proveen medidas para evaluar la
genotoxicidad de mezclas complejas sin la necesidad de precisar la
caracterizacion quimica de la muestra, determinando el dafio genético
organismos vivos (Chenon et al. 2003; Martin et al. 2005; Mouchet et al. 2006).
Esta informacion rapida como lo consideran algunos autores “de corto plazo”y de
bajo costo (Ma et al 1980; Gichner et al 2000), pueden dar una respuesta de los
riesgos que pueden sufrir los seres vivos al estar expuestos a estos
contaminantes. Dentro del campo de la mutagénesis ambiental se han

desarrollado diversos sistemas de monitoreo mediante la utilizaciobn de
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bioindicadores que permiten evaluar los riesgos de contaminantes ambientales

sobre la informacion genética de los organismos vivos (Gichner et al., 2000).
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X. CONCLUSIONES

Por primera vez se reporta los analisis fisicoquimicos y las concentraciones
de arsénico en la region de Bella Vista Querétaro y existe la posibilidad que
el agua que se extrae en esta regidbn para abastecer a la ciudad de

Querétaro contenga concentraciones apreciables de este metaloide.

Los tres suelos estudiados presentaron algunas similitudes en los
paradmetros fisicoquimicos sin embargo las texturas de estos infirieron en
qgue los IBA fueran diferentes para el caso de el sitio SBV aunque se
presentd 10 veces menor al SZ/AZ el IBA de BV fue mayor pero menor al
control positivo SQ/AQC. La proporcién relativa de grupos dimensionales de
particulas, Arena 19% SBV en comparacion con SZ 40.89% y 61.21% de
arcilla contra 36.51% lo que puede marcar la diferencia en la retencién del
% de humedad, ademés el % de materia organica y la capacidad de

intercambio catidnico fue mayor para el primer caso.

Los datos encontrados con los lixiviados de los suelos de la region del
Salitre en Zimapan, Bella Vista del Rio, Querétaro demuestran que existe
un riesgo al utilizar esta agua para consumo en base a los resultados
encontrados, se pone de manifiesto que el cultivo de garbanzo que se
cosecha con el recurso suelo-agua presentan apreciables concentraciones

de As en estos suelos.

Una vez mas se demuestra que la raiz de la planta fue la que mayor
concentracion de As mg/kg bioacumul6 el trabajo de Callejas(2005) lo
observo en un cultivo de habas y cebada.Las caracteristicas de estar en
contacto con el suelo y por ser las primeras células que estan en contacto
dirécto con la solucién del suelo permite que las células puedan secuestrar

en sus vacuolas el arsénico.
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El tallo fue una de las partes de la planta que en menor orden se concentro
el As esto debido a que el tallo posee tejidos de conduccion a diferencia de
la hoja que contiene tejidos de reserva. Almacenando mayor concentracion
de As.

El IBA obtenido para los seis experimentos durante las distintas etapas de
desarrollo del garbanzo nos permiten clasificar a este cultivo el grado de

acumulacion en suelos con distintas caracteristicas.

Las especies de plantas, ha sido muy utilizadas para tales fines debido a
gue son organismos que permite obtener meristemos radiculares en cortos
tiempos, pueden ser mantenidos en espacios pequefios a bajo costo y son
faciles de trabajar para la observacion de células en division, por lo tanto
permite visualizar dafios asociados a material genético con relativa
facilidad.

En el bioensayo Tradescantia se observo la induccion de microndcleos en
las células madres de polen por la presencia de As en los lixiviados del

Salitre , Bella Vista del Rio Querétaro y el control positivo.

Los resultados de las mutaciones en los pelos de Tradescantia clon 4430,
no se comportaron con un patrén similar al porcentaje de micronucleos pero
se encontrdé respuesta ante las muestras de lixiviados de los distintos
suelos. Cabe destacar que en la mayoria de los trabajos se reporta para
compuestos organicos volatiles o contaminantes en el aire (Rodrigues et al.
1997; Gichner y Veleminsky 1999; Gichner et al. 2000) y no al Arsénico, sin
Fomin et al. (1999), llevé a cabo un trabajo similar a este al exponer cortes
de tradescantia a lixiviados de jales mineros se observé un incremento de

mutaciones en los pelos estaminales a diferencia del grupo control.
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Por primera vez se aplica la metodologia de induccion de micronucleos en
células meristeméaticas de la raiz del garbanzo (Cicer arietinum)
encontrandose una buena correlacién R?= 0.951 para SQ/AQC* (control
positivo) y un valor para el control negativo de R?= 0.439 estando el
porcentaje de micronucleos por debajo de 1 lo que significa que es el valor

normal tomado para la mutacion espontanea para las especies.
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XI. PERSPECTIVAS

e Recomendar ante autoridades que no se deberan cultivar el garbanzo en
las zonas de el Salitre en Zimapan Hgo. Y Bella Vista del Rio , Querétaro

e Implementar tecnologias de invernaderos para estas zonas utilizando
sistemas hidroponicos o la utilizacion de diferentes sustratos, asi se
permitira que los cultivos no asimilen el As del suelo, la desventaja es que
el agua de estas regiones posee As en concentraciones apreciables.

e La pohibicion de cultivos alimenticios por cultivos de especies arboreas o de
ornato y que de alguna forma le deje utilidades econdmicas a las diferentes
cominidades.

e Es inminente la aplicacion por medio de la investigacidon la eliminacion de
As al menos en el agua de consumo humanao.
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