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RESUMEN.
Dos variedades de alfalfa fueron evaluadas, Sundor y Excelente-110 en este
trabajo, con el objeto de saber la cantidad de arsénico que estas absorben y en
que 6rgano lo almacenan, Se prepararon tratamientos de 0, 10, 20 y 40 mg*kg™
de arsénico en suelo a partir de un suelo contaminado por deposiciones de la
industria minera. La duracién del experimento fue de un afo, dividiéndose en
tres etapas de cultivo, inicio, medio y final, basados en el desarrollo de las
plantas. La absorcion de arsénico fue mas alta para ambas variedades al inicio;
para la Sundor: 2.22/1.30 mg*kg™® de materia seca en Hoja/tallo, 10.37/1.35
mg*kg™, 15.55/2.40 mg*kg™’, 17.48/2.88 mg*kg™. Para tratamientos de 0, 10, 20
y 40 mg*kg™ de As en suelo respectivamente, para la Excelente-110: 3.43/0.93
mg*kg™ de materia seca en Hoja/tallo, 13.59/1.86 mg*kg™, 16.88/2.11 mg*kg™,
23.33/2.46 mg*kg™. Para tratamientos de 0, 10, 20 y 40 mg*kg™ de As en suelo
respectivamente. La produccion de biomasa y desarrollo del cultivo a las
concentraciones de arsénico trabajadas no se afectan, por lo que la alfalfa es

tolerante a dichas concentraciones.

PALABRAS CLAVE:

Metales pesados
Agua

Suelo
Contaminacion

Plantas



SUMARY
Two varieties of alfalfa were evaluated, Sundor and Excelent-110 in this work, in
order to know the amount of arsenic that is uptake and where it is store,
treatments of 0, 10, 20 and 40 mg*kg™ of arsenic in soil were prepared from a
contaminated soil by depositions of mining waste. The duration of the
experiment lasted a year divided into three stages of cultivation, beginning,
middle and end, based on the development of plants. The absorption of arsenic
was higher for both varieties at the beginning stage; for Sundor: 2.22/1.30
mg*kg-1 in the dry matter of leaf/stem, 10.37/1.35 mg*kg™, 15.55/2.40 mg*kg™,
17.48/2.88 mg*kg™. For treatments of 0, 10, 20 and 40 mg*kg™ of Arsenic in soil
respectively, for the Excellent-110: 3.43/0.93 mg* kg™ in the dry matter of
leaf/stem, 13.59/1.86 mg*kg™, 16.88/2.11 mg*kg™, 23.33/2.46 mg*kg™’. For
treatments of 0, 10, 20 and 40 mg kg-1 of Arsenic in soil respectively. Biomass
production and development of the crop were not affected by Arsenic

concentrations, so Alfalfa is tolerant to these concentrations.



1.1 INTRODUCCION.

(Trejo, 2005) La contaminacién ambiental mundial por metales se hace
cada vez mas extensiva como consecuencia del aumento de la actividad
industrial ocurrida entre finales del siglo 20 y comienzos del siglo 21. Estos
contaminantes, derivados de un creciente niumero de factores antropogénicos
(efluentes y desechos industriales y urbanos, tratamiento de las plantas con
aguas residuales, agroquimicos y operaciones de la industria minera) han
afectado progresivamente los diferentes ecosistemas. (Sepulveda & Trejo,
2002; Sepulveda et al., 2005; Trejo, 2005) En México existe actualmente una
gran cantidad de sitios contaminados con diferentes tipos de compuestos, tanto
organicos, como inorganicos, debido principalmente a las actividades de la
industria minera y petroquimica, ademas de la disposicién clandestina y
derrames de residuos peligrosos. (Sahagun, 2006) La Comarca Lagunera es
una de las regiones Industriales, agricolas y ganaderas mas importantes de la
Republica Mexicana y al mismo tiempo es una de las zonas agricolas més
contaminadas.

Estudios realizados con anterioridad (Salcedo et al.,, 1994) han
demostrado una contaminacion por arsénico en alimentos de consumo humano

producidos en la comarca



lagunera, siendo el chile uno de los mas contaminados con una concentracion
de arsénico de 2.23 ug/g en base humeda y de acuerdo a los resultados
obtenidos, concluyen que esto podria a contribuir al aumento de la ingesta de
arsénico por los humanos, generando asi un problema de salud publica. En
este tipo de estudios se muestra la facilidad con la cual los metales pesados y
metaloides contaminantes del ambiente pueden entrar a las cadenas tréficas.
Otro estudio realizado (Rosas et al.,, 1999) muestra la contaminacién por
arsénico en el suelo, agua, forraje (Medicago sativa) y leche de la comarca
lagunera, encontrando concentraciones de este metaloide en agua de 7 — 740
Mg/L y en suelo un promedio de 30 pg/g.

La remediaciéon de suelos agricolas contaminados es indispensable para
el desarrollo e implementacion de una agricultura organica, como garantia de la
inocuidad alimenticia, debido a que el empleo del compost (Soto & Mufioz,
2002); también tiene sus desventajas, tales como el incremento en el contenido
de sales y fitotoxicidades, especialmente cuando se emplean residuos con
trazas de metales pesados o materiales no terminados. En este trabajo se
tratara de establecer una evidencia cientifica de que la contaminacién por

arsénico se puede darse en la Alfalfa.



1.2 OBJETIVO.
Evaluar la coabsorciéon de arsénico total en las variedades de Sundor y
Excelente 110 de Medicago sativa (Alfalfa), para gestionar su funcionabilidad

como planta biorremediadora de suelo contaminado con arsénico.

1.2.1 Objetivos especificos.

« Cuantificar el arsénico total en tejido vegetal (raiz, tallo y hoja).

« Evaluar la coabsorcion del arsénico total en los diferentes estadios del
cultivo (desarrollo, medio y final).

« Evaluar el rendimiento de la alfalfa en funcion de la concentracién de

arsénico total en suelo y de las variedades de Alfalfa.

1.3 HIPOTESIS.
La coabsorciéon de arsénico con nutrientes minerales estara en funcién de

la concentracion de arsénico total en suelo y el tiempo de cultivo.



REVICION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del Arsénico.

(Marti et al.,, 2002) El arsénico pertenece al grupo 15 del sistema
periodico, tiene mas caracteristicas de no metal que de metal; de aqui que
forme mas facilmente aniones que cationes. Se han descrito cuatro formas
alotrépicas del arsénico: metalica, gris, parda y amarilla. Su estructura
electrénica es [Ar] 3d'°, 3s? 4p*®y en sus compuestos funciona con los grados
de oxidacion (-ll), (1) y (V). (Cotton & Wilkinson, 1990) Tiene un radio
covalente (para el estado trivalente) de 1.21 A. Con un punto de fusién de
814°C a 36 atm. Este muestra considerables variaciones en sus caracteristicas
guimicas, los compuestos ionicos es dificil que se presenten, debido a la gran
cantidad de energia que se necesita para adoptar la estructura electrénica del
siguiente gas noble. Asimismo, es dificil obtener la pérdida de electrones de
valencia debido a las altas entalpias de ionizacion (no existen los iones + 5).
Las caracteristicas mas importantes de las valencias estan implicadas en el
namero de enlaces covalentes formados. (ATSDR, 2005; Evangelou, 1998;

Valverde, 1999). El arsénico tiene una fuerte afinidad por



el oxigeno y forma varias especies en el ambiente, dependiendo del Eh, pH y
del medio en donde este.

La importancia del estudio de las formas y dindmica del arsénico, se
torna importante debido a que este puede ocasionar problemas de salud en
mamiferos. (Morales et al., 2000; Yu et al., 2000) Se ha asociado la exposicion
cronica al arsénico en agua de bebida al desarrollo de cancer de piel (Individuos
que beben 2 L de agua por dia, con una concentracién de 50 pg*L™ tienen una
probabilidad de 2 en 1000) y otros tipos de canceres internos (vejiga, pulmon e
higado) en el hombre. (Sheppard, 1992) En el reino vegetal no se ha
encontrado una diferencia significativa en la respuesta de plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas al arsénico en suelo, se sabe que el
arsénico resulta cinco veces mas toxico en suelos arenosos y abonados que en
suelos arcillosos. (Carbonell-Barrachina et al., 1997) Concentraciones de 10 mg
As*L™? resultan toxicas para plantas de frijol y plantas de tomate reducen su
produccion de biomasa. (Prieto-Garcia et al., 2005) En otro estudio se
encontraron concentraciones relevantes en: cilantro (2.67 mg As*kg™ en hoja),
epazote (12.39 mg As*kg™ en hoja, 7.93 mg As*kg™ en tallo y 10.16 mg As*kg™

en raiz), mejorana (7.07 mg As*kg™ en hoja, 5.63 mg As*kg™ en tallo, 6.35 mg



As*kg™ en raiz), chile (6.26 mg As*kg™ en fruto, 8.02 mg As*kg™ en hoja, 4.49
mg As*kg™ en tallo), naranjo (8.44 mg As*kg™ en fruto), platano (2.54 mg As*kg™
en fruto, 5.42 mg As*kg™ en hoja) y toronijil (20.13 mg As*kg™ en hoja y 7.87 mg
As*kg™ en tallo). Con estudios como este, queda evidenciada la contaminacién
de la cadena alimenticia, pues como puede apreciarse existen frutos de la
canasta basica y otros utilizados en infusiones como plantas medicinales como
el toronijil.

Como es de apreciarse en lo anterior, la exposicion al arsénico puede
ocurrir por varias vias, es importante conocer la forma quimica y la dinAmica en
los diferentes medios para poder evaluar los impactos del arsénico a los

factores bidticos y abidticos de los diferentes ecosistemas.

2.2 Arsénico en el Suelo.

(Sigel et al., 2005) Es dificil estimar los valores tipicos de la abundancia
de arsénico en la naturaleza, porque este tiene una gran variabilidad, la
cantidad de arsénico en la corteza terrestre esta en el orden de 10* ton, en la
hidrosfera (océanos, rios, mantos freaticos e ices) esta en el orden de 10° ton y

en la atmosfera de 10°



ton. Para entender las rutas naturales y antropogenias de exposicion al

arsénico en necesario apoyarnos en la Figura 1.

Figura 1. Dinamica del arsénico en el ambiente

(Matschullat, 2000)El orden de liberacion de arsénico por afio en la
corteza terrestre es de 1.715x10’kg, por exhalaciones y erupciones volcénicas y

otros 4.87x10°g por actividad volcanica en el lecho marino, en los rios de



5.4x10"kg. Mientras que en agua profunda es dificil estimar las concentraciones
de arsénico mundiales debido a la gran variabilidad de estas, pero se estima un
rango de concentracién de 0.01 — 800 ug*L™. La produccién anual de arsénico
en 1993 fue de 3.0453x10°kg derivada de la explotacién de cobre. En la
atmosfera el arsénico tienen un orden de 3.34 ton*Afio™, donde el sesenta por
ciento deriva de las emisiones de la explotacion de cobre y la quema de carbon,
otras formas de contribuir con esto es la aplicacién de herbicidas, explotacion
de plomo y zinc, produccién de vidrio y la conservacion de madera; el tiempo
gue dura el arsénico suspendido esta entre 7 a 10 dias en forma de particulas

de 1um.

2.2.1 Concentracion de arsénico en suelos.

(Yaron et al., 1996)Un suelo no contaminado en general no excede de los
20 mg*kg™ de arsénico total en formas insolubles con el aluminio, fierro y calcio.
En casos muy particulares se tiene hasta un seis por ciento de fraccién soluble
del arsénico total.

(Valverde, 1999)EIl contenido natural de arsénico en suelos se estima
que esta comprendido entre 5 — 10 mg*kg™, en funcién del suelo, aunque la

actividad humana puede

10



hacer aumentar estos niveles. Se ha calculado que la concentracion media de
arsénico en los suelos, a nivel global, es de 6 mg*kg™. (SEMARNAT, 2004)La
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales de México, establecen en
su proyecto de norma (PROY-NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004) un nivel
permisible de 22 mg*kg™ de arsénico en suelo para uso agricola y de 260
mg*kg? para suelo de uso industrial en México. (Valverde, 1999)La
concentracién arsénico en México se encuentra entre 2 — 40 mg*kg™, en (Rosas
et al.,, 1999) La Comarca Lagunera se han encontrado concentraciones de 30

mg*kg™.

2.2.2 Formas de arsénico presentes en suelos.

La mina mas importante de arsénico es la arsenopirita, la Tabla 1 enlista
los minerales mas importantes que contienen arsénico. (Sadiq, 1997;
Sepulveda et al., 2005)A valores altos de potencial redox, el arsénico se
encuentra en estado de oxidacion As (V), pudiéndose encontrar, segun el pH,
bajo las formas: H3AsO,, H3AsO4 Y, HAsO,? y AsO,>. En condiciones reductoras, el
arsénico se encuentra en estado de oxidacién As (lll) y en funcién del pH, se
puede encontrar como HAsO, o como AsO,", aunque dependiendo de la

concentracion de S, también se puede encontrar como AsS,™

11



0 As,S3. (Bhattacharya et al., 2007; Parker & Rae, 1998)Estos compuestos
pueden estar sujetos a reacciones de oxidacidbn — reduccion, metilacion,
adsorcion, disolucion, precipitacion y volatilizacion. Algunas de las reacciones
implicadas estan catalizadas por bacterias y hongos. La Tabla 2 muestra los

pKa de los compuestos de arsénico presentes en suelos y sedimentos.

Tabla 1. Especies minerales de arsénico presentes en suelo
Tipo de Compuesto Nombre Forma molecular

Sulfuros Mispiquel o arsenopirita FeAsS
Regalar As,4S,
Oropimente As,Ss
Enargina CusAsS,
Cobaltina CoAsS
Proustita AgsAsSSs
Oxid . As,0
xicos Arsenolita S203
Arseniuros E 1ti .
o
q NiAs
Arseniatos Eritrina
Escorodita Cos (AsO4) 2 *8H,0
Mimetita FeAsO4*2H20
Olivenita PbsCl (AsO4) 5
Cu,OHAsO,

Tabla basada en G. J. Valverde 1999
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Tabla 2. Valores de pka de las principales especies de

arsenico
Nombre Formula pPKa Ggado.Qg
oxidacidén
Acido arsenioso HAsO- 9.3 +3
2 i3
Acido arsénico H:AsO, 7.0 +5
11.6
Acido monometilarsédnico 3.6
2 5 +5
(MMA) CH=AsO (OH) » 8.2
Acido dimetilarsdnico o 1.6%*
i P 3) o +5
acido cacodilico (DMA) (CHz) 280 {0H) 6.2
*corresponde al equilibrio (CH;) ,As (OH) ,* « (CH;),AsO (OH)+H
Basado en G. J. Valverde 1999

La Figura 2 ilustra el conjunto de trasformaciones que pueden sufrir las formas

guimicas del arsénico en los suelos.

2 DMA
Arseniato reduccién Arsenito  bacterias MMA bacterias -~
HAsO,* pH 8-9 ” AsO. > CH,As(OH), > (CH;)AsO(OH)
H,AsOs pH 6-7 oxidacién -~ /Ac:do cacodilico
|
o
/_/ + §? /
/’//
v X bactenas// Gddacion hongos
+ Fe AsSy o
N / /omdacton
A ’///
P
precipltacic’)J ~ precipitacion !
55 AsH(CH.,). As(CH.,),
" reduccitn b =
v /,./ Dimetilarsina Trimetilarsina
FeAsO AS.S. (volatil, muy toxica) (volatil, muy toxica)

Figura 2. Trasformaciones del arsénico en el suelo
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2.2.3 Fuentes de arsénico en suelos.

(Valverde, 1999)Desde finales del siglo XIX, se han utilizado varias sales
inorganicas como pesticidas y herbicidas. Entre estas destacan los arseniatos
de Pb, Ca, Mgy Zn, los arsenitos de Zn, de Na o de Cu (verde de Scheele) o el
acetoarsenito de cobre (verde de Paris). También se han utilizado como
pesticidas y herbicidas compuestos organicos de arsénico, como el DMA y sus
sales sodicas.

(Frankenberger, 2002)Otra fuente de contaminacion de As, es la
explotacion de minas de Pb, Au, Zn y Cu, donde es liberado durante el proceso
de fundicion. El arsénico también se encuentra presente en el carbon,
principalmente como arsenopirita; en los procesos de combustion del carboén, el
arsénico puede ser volatilizado, pudiéndose depositar finalmente en el suelo.

(Lillo, 2005; Roychowdhury et al., 2005)La sobreexplotacion de los
mantos acuiferos, puede ser considerada como una fuente de contaminaciéon
del suelo por As, cuando el agua extraida se emplea para riego. La region
lagunera tiene un area de 32,000 Km? con rangos de concentracién de As en
agua de 8 — 620 pg*L™, con condiciones oxidantes ligadas a climas &ridos y con

pH
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entre 6.3 — 8.9; donde la especie predominante de este es la forma As (V) la
cual es menos soluble y tiende a acumularse en el suelo pero el cual queda
expuesto a la actividad microbioldgica con la incorporacion de material organico
al suelo, donde estudios realizados han demostrado que el arsénico puede ser
reducido a As (lll) por microorganismos con la produccion de especies
metiladas (Huang & Matzner, 2006); haciendo de este una forma mas

biodisponible para las plantas.

2.3 Arsénico en Plantas.

(Roychowdhury et al., 2005)La relacion entre el arsénico en suelo y las
plantas dependen de la forma y la disponibilidad del arsénico. La toxicidad del
arsénico varia con la forma quimica y la valencia, en grado de toxicidad seria:
AsHsz > As (lll) > As (V)> Formas organicas de arsénico. En general, la
disponibilidad del arsénico a las plantas es mas alta en suelos arenosos, suelos
con poco material coloidal y baja capacidad de intercambio i6nico y es mas baja

en suelos arcillosos, ricos en material organico, fierro, calcio y fosforo.
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2.3.1 Fitotoxicidad del Arsénico.

(Geng et al., 2005)El arsénico en sus formas de arseniato y arsenito son
altamente toxicas para las plantas. La toxicidad del arseniato en las plantas es
mediada por la disrupcion de la fosforilacion y la inhibicion de la absorcion del
fosforo y la toxicidad del arsenito se basa por su alta afinidad con los grupos
tioles (-SH) de las enzimas y proteinas tisulares.

En estudios realizados para discutir la forma en que el arsénico es
absorbido por las plantas se ha encontrado que este es absorbido por la misma
via que el fosforo ((Adriano, 2001)via pentosa fosfato) debido a su gran similitud
guimica con este. Donde el arseniato es convertido en el interior de la planta a
arsenito para que este sea metilado en las hojas (Zhu et al., 2006). (Prasad,
2004)Para expresar la toxicidad del arsénico no existe una concentracion
umbral, debido a que las plantas difieren en capacidad de acumulacién antes de
presentar sintomas de toxicidad pero esta se manifiesta en las plantas con
manchas de color rojo marrén necroéticas en las hojas viejas y raices de color

amorillo tostado y la reduccion del crecimiento.
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La forma en que el arsénico emigra desde el coloide del suelo a la
rizosfera esta mediado por competencia a sitios de reaccidbn en este y la
trasferencia de masas. (Smith et al., 2002) la proporcion de arsénico absorbido
de la solucién por el coloide del suelo depende del nUmero de sitios disponibles
para la absorcion. La presencia de iones de fosfato, ha sido reportada como
supresor de la adsorcién de arsénico, igual con otros iones como el cloruro,
nitrato y sulfato, tienen un efecto significante en la adsorcion del As (V).

(Smith et al., 2002) La competicion por los sitios de reaccion del coloide
del suelo cambia totalmente cuanto el arsénico es mayor que el fosforo,
indicando que el efecto de accién de masas puede mandar la direccién de la

adsorcion de los aniones independientemente de la naturaleza de los ligandos.

2.3.2 Metabolismo de arsénico en plantas.

El mecanismo de destoxificacion y tolerancia para arsénico aun no esta
bien descrito en las plantas, (Dhankher, 2005) se ha observado que las plantas
inicialmente reducen el As (V) a As (lll) con la subsecuente formacion de

complejos péptidos con grupos
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tioles reactivos, como la » - glutamilcisteina, glutation y fitoquelatinas, para
posteriormente ser atrapados en el interior de la vacuolas. (Raab et al., 2005)
Las fitoquelatinas son pequefios péptidos de estructura general constituidos de
cisteina, glutamina y glicina con pares de 2 a 11. (Quaghebeur & Rengel, 2005)
La sintesis de las fitoquelatinas involucra la transpeptidacion de los dipeptidos
del ¥ - glutamilcisteina del glutation para expresar la fitoquelatin sintasa. La
sintesis de fitoquelatinas es inducida por un rango de cationes como la plata,
cadmio, cobre, mercurio, plomo y arsénico, para capturarlos y convertirlos en

una forma menos toxica que sus formas libre.

2.4 Alfalfa (Medicago spp) 2.4.1
Generalidades.

(Santos, 2004) La alfalfa es una planta herbacea de la familia de las
leguminosas de porte erecto, originaria de Asia Menor y del Sur del Caucaso.
Posee un sistema pedicular pivote que puede llegar hasta 9 metros de
profundidad. Los tallos parten nuevos brotes. La inflorescencia consiste en un

racimo que contiene entre cinco y treinta flores de color azul, violaceo o mas
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raramente blanco. Sus frutos presentan una apariencia retorcida, con entre una
y cinco vueltas en espiral y contiene varias semillas de forma arriionada. La
tasa de fecundacion cruzada esta en torno entre el 80 y 90 %; la polinizacion se

efectla de manera mas eficiente por medio de insectos.

2.4.2 Absorcion de elementos potencialmente téxicos por alfalfa.

Estudios realizados han demostrado que la alfalfa es capaz de absorber
elementos potencialmente toxicos (EPT) como (Cajuste et al.,, 2001; G. &
Cajuste, 1992; Rosas et al., 1999; Torresdey et al., 2004)plomo, cadmio, niquel,
cobre, zinc, oro y arsénico, (Peralta et al., 2000)también se ha medido la
capacidad de germinacion de la semilla de alfalfa en presencia de metales
pesados (todo aquel que tiene una densidad mayor a 5 g/mL) donde se observo
gue esta capacidad se vio disminuida, en aproximadamente en un 50 %, y el
promedio de los valores de las concentraciones absorbidas de EPT se

muestran en la tabla 5.
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Tabla 3 Concentraciones reportadas de EPT en Alfalfa

Elemento Concentracidén mg/Kg

Plomo 43000
Cadmio 7100
Arsénico 3.16
Zinc 4900

Para la acumulacién de (Torresdey et al., 2004) plomo, cadmio y zinc se dio en
la raiz de la planta y en el caso del (Rosas et al., 1999) arsénico se reportd que
solo un 40% del arsénico absorbido se acumulaba en la raiz.

Con los antecedentes antes descritos hacen a la planta de alfalfa una
candidata viable para su estudio de la acumulacion de arsénico en sus

diferentes 6rganos.
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MATERIALES Y METODOS.

3.1 Lugar delainvestigacion
Area experimental de la Facultad de Agricultura y Zootecnia de la
Universidad Juarez del Estado de Durango, Kilémetro 35 carretera a Tlahualilo,

Venecia Durango, México.

3.2 Disefio experimental.
Se realizaron dos bloques donde tratamientos de: testigo, 10, 20 y 40
mg/kg de arsénico total, fueron dispuestos perpendicularmente a las variedades

de Alfalfa: Sundor y Excelente 110. Como se muestra en la Figura 3.

3.3 Preparacién del suelo.

El suelo fue preparado a partir de un suelo libre de arsénico con la adicién
necesaria de un suelo contaminado con arsénico para obtener las
concentraciones descritas en el apartado 3.1. Ambos suelos fueron
previamente homogenizados y analizados para cuantificar la concentracién de
arsénico total, siendo esta para el suelo no contaminado (SNC) un valor no

detectable y para el suelo
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contaminado (SC) de 538 mg/Kg de arsénico total, ambas cuantificadas por

plasma o6ptico (ICP-OES).

Concentracion de
R Arsénico total

M1 | Tesigo | M5
M2 | 10mgkg || M6

VARIEDAD SUNDOR
A
— 4
0Ll ILNIT1IOXI AvaAIILVA

M3 |«ma 20mgkg |yl M7

I M4 |l 40mgkg || M8

Figura 3.Diagrama del disefio experimental

Para la preparacion de los diferentes tratamientos se emplearon las cantidades

de SC y SNC descritas en la Tabla 4.

Tabla 4 Preparacidén de los diferentes tratamientos

Tratamiento Concentracién de Arsénico sSC SNC
T1 0 mg/kg — 100 kg
T2 10 mg/kg 2 kg 98 kg
T3 20 mg/kg 4 kg 96 kg
T4 40 mg/kg 8 kg 92 kg
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Los tratamientos fueron mezclados por rotacion a 30 rpm en un periodo de

tiempo de 30 minutos con adiciones equivalentes de SC y SNC.

3.31 Descripcion del suelo contaminado.

Se empleo un suelo contaminado de manera antropogenica con
deposiciones propias de una refineria metaltrgica, donde las especies quimicas
predominantes contenidas en este eran la arsenopirita (FeAsS) y arseniatos de
plomo (PbAsO3). Este suelo fue tomado hasta una profundidad de 20 cm, en un

area de aproximadamente de 4 metros cuadrados.

3.3.2 Descripcion del suelo no contaminado.
Se tomo suelo a 15 cm de profundidad en un area de aproximadamente 8
metros cuadrados, esta area se encontraba cerca de un suelo arable, donde se

encontraban plantados nogales.

3.4 Elaboracion de macetas.
Fueron realizadas a partir de contenedores cilindricos con dimensiones de
45 cm de alto y 30 cm de didmetro, con una perforacion concéntrica de 5 cm de

didmetro y cuatro circundantes con diametro de 2.5 cm ver la Figura 4. Para

23



evitar la pérdida de suelo a través de las perforaciones antes descritas se
empleo una maya plastica de 2x2 mm. A estas macetas se le colocaron 22 kg
de suelo preparado como se describio en el apartado 3.2 para hacer un total de
8 macetas las cuales fueron dispuestas como se muestra en el diagrama

esquematico del apartado 3.1.
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NN AN B R, .
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Qi \ S b R
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R R ™) AN NN AN
BN N N N N N S
\. B, T R R R, D
R AN NN
A" AN AN N N N AW 4
AN 2."e 2. O O AY 4
DA NN ~F
N N N N .
I I ..
Vista Lateral Vista inferior Maya de 2x2 mm

Figura 4. Descripcidén de la elaboracidén de las macetas

3.5 Cultivo
3.5.1 Fertilizacion

Se fertilizo con aproximadamente 1.5 g de MAP (11 — 52 - 00) y 0.15 g
de urea por maceta, para completar la mitad de las concentraciones
recomendadas de (INIFAP et al.,, 2000) 30 — 100 — 00 (Nitrégeno — Fosforo —
Potasio en kg*h™), antes de la siembra. Posteriormente se aplico la cantidad

restante al tercer corte.
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3.5.2 Siembra.

Se sembraron las variedades Sundor y Excelente 110, el dia 31 de Marzo
2007 por la técnica del voleo. Cuando las plantas alcanzaron una altura
superior a 10 cm se extrajeron cuantas plantas fueran requeridas para obtener

un total de 25 plantas por maceta.

3.5.3 Riegos.

Para los riegos se empleo un sistema de goteo por gravedad, todos los
riegos fueron efectuados con agua purificada a través de osmosis inversa, se
analizo su contenido de arsénico total, la cual presento un valor no detectable
para la técnica de absorcion atomica con generacion de hidruros (HG-AES). Se

rego en periodos de 2 — 3 dias con un volumen de 40 — 50 litros.

354 Cuidado del cultivo.
Durante el periodo del cultivo se presentaron las plagas caracteristicas
de la alfalfa, las cuales fueron controladas mediante aplicaciones foliares y

periféricas al cultivo de extractos de chile y ajo ambos al 10 %. Para el
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control de arvenses se procedié con la extraccion manual de todas ellas que se

presentaran en las macetas.

3.5.5 Cortes.

Los cortes se realizaron cuando las plantas alcanzaron un 20 % de
floracién, a una altura entre los 3 y 5 cm con tijeras de manera manual. Se
realizaron en total, los cortes descritos en la Tabla 5, en donde puede

apreciarse los cortes realizados ademas de la fecha y la estacion del afio.

Tabla 5. Fechas de Cortes para los diferentes tratamientos

ESTACION ESTADIO FECHAS
VERANO INICIO 12-JUN-09
05-JUL-09
31-JUL-09
MEDIO 29-AGO-09
OTONO 26-SEP-09
19-NOV-09
INVIERNO FINAL 12-ENE-10
25-FEB-10
PRIMAVERA 31-MAR-10
02-MAY-10

3.6 Variables medidas.

3.6.1 Alturade planta (AP)

Esta fue medida con un fluxémetro, se eligieron tres plantas

representativas por maceta. La medicion se llevo a
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cabo antes de cada corte y fue determinada a ras de suelo a la parte mas alta
de la planta, considerandose plantas representativas para calcular un promedio

de altura por maceta.

3.6.2 Numero de brotes (NB)

Estos fueron determinados después de cada corte, se considero como
brote a toda planta que tuviera una altura superior o igual a 10 cm. Se contaron
unitariamente los brotes independientemente de los macollos presentados en la

maceta.

3.6.3 Peso verde (PV)

Determinado mediante una balanza granataria, con un rango de trabajo
de 0.001 — 5 kg. Se determino inmediatamente después de cada corte, para
prever la pérdida de masa por deshidratacién de las plantas. Se peso la masa

total, de la biomasa producida por maceta.

3.6.4 Peso seco (PS)
Para la determinacién del peso seco las plantas fueron deshidratadas a
temperatura ambiente dentro de bolsas de papel canela. Una vez secas la

masa total producida por
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maceta fue pesada en una balanza analitica con resolucion de 0.0001 — 250 g.

3.6.5 Peso seco del tallo (PST) y peso seco de la hoja

(PSH)

Se separaron todas las hojas del tallo, considerandose como inicio de la
hoja al peciolo. Una vez que las plantas fueron secadas como se indico en el
apartado 3.5.4, fue separado el tallo de las hojas, fueron pesados

individualmente en una balanza analitica con resolucion de 0.0001 — 250 g.

3.6.6 Peso humedo de laraiz (PHR) y Peso seco de la

raiz (PSR)

El peso humedo de la raiz fue determinado mediante la extraccion de
esta, una vez desarmada la maceta, en una balanza granataria con un rango de
trabajo de 1 — 5000 g, La raiz fue lavada mediante enjuagues sucesivos en
agua corriente hasta quitar todos los grumos de tierra retenida en la raiz, todo
esto con la ayuda de una brocha de media pulgada comun, finalmente para

asegurar una buena limpieza de la raiz, se enjuago en agua destilada.
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Una vez seca la raiz, esta fue pesada en una balanza analitica con un
rango de trabajo de 0.0001 - 250 g, para determinar el peso seco.
Posteriormente estas fueron molidas a una malla de 2 mm y almacenadas en

bolsas plasticas hasta su anlisis.

3.6.7 Diametro de raiz (DR)
Fue medido a un centimetro de la corona de la planta, mismo lugar en
donde fue cortada la raiz, el didmetro fue medido con un fluxdbmetro, se tomaron

plantas representativas para calcular un promedio del diAmetro por maceta.

3.6.8 Andlisis fisico — quimico del suelo

Este fue hecho a partir de muestras representativas de cada tratamiento,
el proceso de preparaciéon de muestras de suelo se explica en los siguientes
apartados. En total se obtuvieron 16 muestras 8 previas al experimento y 8

después del experimento.
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3.6.8.1 Preparacion de la muestra de suelo previa al experimento.

Como se discuti6 en el apartado 3.2, se realizaron un total de 8
tratamientos los cuales a su vez se hicieron en dos partes debido a la
capacidad de la revolvedora, por lo que se tuvieron un total de 8 muestras para
analizar. Todas estas fueron tomadas después de haber preparado el
tratamiento, se cribaron a través de una malla de 2 mm. Posteriormente fueron

almacenadas en bolsas plasticas hasta su analisis.

3.6.8.2 Preparacion de la muestra de suelo posterior al experimento.

Estas fueron obtenidas de las macetas una vez que el periodo del cultivo
fue finalizado, la forma de recolectar fue mediante el desarmado de la maceta,
se extendié todo el suelo contenido para su secado al ambiente, una vez seco
se deshicieron los pendones, todo sobre una cubierta platica, la cual también
fue empleada para mezclar el suelo contenido en esta, una vez homogenizado
el suelo este se extendié formando un paralelogramo, posteriormente fueron
tomados un kilogramo por cada esquina de este y un ultimo de la parte central

para generar una muestra representativa
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de cada maceta, esta se hizo pasar a través de una malla de 2 mm, por ultimo
este fue almacenado en bolsas plasticas hasta su andlisis. Se generaron un
total de 8 muestras, como puede apreciarse en el diagrama del campo

experimental en el apartado 3.1.

3.6.8.3 Parametros agrondmicos determinados en las muestras de suelo

Todos los ensayos descritos a continuacion fueron realizados en el
laboratorio de suelos de la Facultad de Agricultura y Zootecnia de la Universidad
Juarez del Estado de Durango. Como control de calidad se emplearon
duplicados a una cantidad del 30 % de las muestras analizadas por sesion, los
ensayos realizados se enlistan en la Tabla 6, en esta puede apreciarse también

el método o técnica empleada.

Tabla 6. Parametros y técnicas agrondmicas empleados

Parametro Método y/o Técnica

1 Textura (Tex) Boyoucos*
2 pH (pH) Potenciométrico*
3 Conductividad Conductimétrico*
eléctrica (CE)
4 Materia Organica (MO) Walkley — Black*
5 Calcio (Ca) Titulacidén con EDTA*
6 Magnesio (Mg) Titulacidédn con EDTA*
7 Nitratos (NOs) Transnitracion del Ac. Salisilico**
8 Fosforo (P:0s) Olsen Modificado*

Referencias *(Rodriguez & Rodriguez, 2002) ** (Steubing et al., 2001)
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3.6.9 Cuantificacion de arsénico en tejido vegetal

Para la cuantificacion de arsénico total se empleo una metodologia
basada en la digestién de Dennis H. Cox publicada en 1980, en la cual el propio
autor describe: (Cox, 1980) “Esta metodologia es sensible y exacta para la
determinacién de nano-gramos de arsénico total. Esta consiste en una digestion
himeda con acido nitrico, sulfarico y perclérico, para asegurar la
descomposicion de componentes organicos de arsénico”. El proceso de
digestion de muestras fue realizado en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Juérez del estado de Durango, campus

Gobmez Palacio.

3.6.9.1 Tratamiento de la muestra

Una vez cortada la planta, esta fue lavada con agua corriente y
posteriormente con agua destilada, después estas fueron almacenadas dentro
de bolsas de papel canela y fueron secadas al ambiente. Cuando las plantas
estuvieron secas se separo la hoja del tallo y raiz todas las muestras fueron

molidas y se hicieron pasar por una malla de un milimetro.
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3.6.9.2 Reactivos e Instrumentos

Para la digestion del tejido vegetal se empleo acido nitrico (HNOg),
perclérico (HCIO,) y sulfurico (H,SO,4) concentrados grado “Metal Traza” de la
marca Fisher®. Para el acondicionamiento del producto de la digestion se
empled Acido clorhidrico “Metal Traza” marca Fisher®, Sales de loduro de
potasio (KI), Hidroxido de sodio (NaOH) ambas Fisher® certificado y
Borohidruro de Sodio (NaBH,;) de Sigma-Aldrich® grado reactivo. Para la
cuantificacion del arsénico se empleo un Espectro de Absorciéon Atémica Perkin
Elmer® modelo AAnalyst 800, equipado con un FIAS 100 de la misma marca.
Como control de calidad se valido un estandar secundario el cual fue realizado
con tejido de hoja y tallo de las variedades de alfalfa estudiadas y valorado por
decuplicado al mismo tiempo que el estandar de referencia certificado por
“Institute for Reference Materials and Measurements, european commission”
BCR — 279 de Ulva Lactuca (sea lettuce), por su similitud en composicion.
Donde el estandar secundario fue analizado por tetraplicado con cada lote de

muestras digeridas (siete por lote), analizdndose las muestras por duplicado.
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3.6.9.3 Preparacion de soluciones
3.6.9.3.1 Solucion de Acido clorhidrico al 10 % p/v

Para 1 L de solucion, se colocaron 274 mL de acido clorhidrico
concentrado en un matraz de aforacion de 1 L y se aforo con agua tipo |.
3.6.9.3.2 Solucién de loduro de potasio al 20 % p/v

Para 100 mL de solucion, se pesaron 20 g de ioduro de potasio los
cuales fueron disueltos en agua tipo | y aforados a 100 mL.
3.6.9.3.3 Solucién de Hidréxido de sodio al 10 % p/v

Para 100 mL de solucion, se colocaron 10 g de hidréxido de sodio, los
cuales fueron disueltos en agua tipo | y aforados a 100 mL.
3.6.9.3.4 Solucion de Borohidruro de sodio al 0.2 % p/v en

hidroxido de Sodio al 0.05% p/v

Para 500 mL de la solucién, se agregaron a un matraz de aforacion de
500 mL 2.5 mL de Hidréxido de sodio al 10 % p/v. posteriormente se agrego
agua hasta tres cuartas partes del matraz y se depositan 1.0 gr de borohidruro

de sodio, estos fueron disueltos y finalmente se aforo con agua tipo |.
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3.6.9.4 Método

Se pesaron 0.100 g £ 0.005 de muestra de tejido vegetal, en un vaso de
precipitado de 50 mL, seguidamente se agregaron 5 mL de Acido nitrico
concentrado, 1 mL de acido perclérico concentrado, una vez realizado esto, se
calent6 en placa a 100 °C tapadas con vidrio de reloj, dentro de una campana
de flujo laminar hasta que las muestras se tornaron incoloras. Posteriormente
se llevaron a casi sequedad, para ser bajadas de la placa y dejando enfriar a
temperatura ambiente se afiadieron 2.5 mL de acido nitrico concentrado y se
calentaron nuevamente a 100°C, tapadas con vidrio de reloj y dentro de la
campana de flujo laminar hasta casi sequedad. Finalmente se agregaron 2 mL
de acido sulfarico concentrado a temperatura ambiente para ser calentado a
240°C, hasta que la solucién se volvié incolora. Una vez incolora se llevo a casi
sequedad y se enfri6 a temperatura ambiente. Se lavaron los vidrio de reloj,
recuperando la solucién dentro del vaso de precipitado con aproximadamente 5
mL de acido clorhidrico al 10 % p/v. Por ultimo se lavaron las paredes del vaso
y se agrego la solucién a un matraz de aforacion de 10 mL.

Para el acondicionamiento del producto de digestion para la

cuantificacién de arsénico total, fue necesario
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tomar 2 mL de este, se les agrego 5 mL de acido clorhidrico al 10% p/v mas 1
mL de ioduro de potasio al 20 % dentro de un matraz de aforacion de 10 mL,
aforando con acido clorhidrico al 10% p/v. Se protegieron de la luz y se
almacenaron a 4°C hasta su analisis por espectrometria de absorcion atomica
con generacion de hidruros. Finalmente para la cuantificacion de arsénico en
las diluciones preparadas fue necesario preparar la solucion de borohidruro (ver
apartado 3.5.9.3.4) como acarreador y acido clorhidrico al 10% p/v como

agente reductor en para el generador de hidruros.

3.6.9.5 Célculos
Para poder expresar los resultados obtenidos en mg*kg™ de tejido vegetal

fue necesario aplicar la siguiente ecuacion:

Cl=Va
P

Concentracion de Arsenico en Alfalfa =

Donde: CIl= Concentraciéon de la muestra dada por el Instrumento en

Ho/L

Va= Volumen de aforacion final expresado en Litros

36



P= Peso de la muestra analizada expresado en gramos

3.6.10 Cuantificacion de Arsénico total en suelo
La cuantificacién de arsénico fue llevada a cabo en el Laboratorio Central
del Grupo Metalurgico Pefioles, por ICP-OES empleando como material de

referencia los NIST 2710y 2711. A través de digestion acida en placa caliente.

3.6.11 Analisis estadistico

Las variables evaluadas fueron analizadas a través de un ANOVA
factorial y comparacion de medias por el método de TUKEY, en el programa
SAS System for Windows 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUCIONES 4.1
Altura de plantay Numero de brotes
Las variables de AP y NB estan directamente relacionadas con la cantidad
de plantas o macollos encontrados en las unidades experimentales; a
continuacion en la Tabla 7 se presentan las plantas obtenidas al Inicio y al final

del experimento.

Tabla 7. Numero de plantas en unidades experimentales

Variedad [As] Numero Numero
En mg/Kg Plantas-Inicio Plantas-Final
Sundor 0 25 14
Sundor 10 25 22
Sundor 20 25 14
Sundor 40 25 16
Excelente 110 0 25 17
Excelente 110 10 25 18
Excelente 110 20 25 4
Excelente 110 40 25 16

En la tabla 4 puede apreciarse el grado de afectacion en la poblacion de
plantas de las unidades experimentales, para el caso de la variedad sundor la
poblacién se vio afectada en un 30 por ciento, y en la Excelente 110 en un 49
por ciento, este grado de afectacion estd directamente relacionada a las
variables fenologicas como AP y NB y en menor grado a las variables de PS,

PSHy PST.
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A continuacién se presentan las graficas de altura de planta (Grafica 1) Y
numero de brotes (Grafica 2), en estas puede apreciarse la asociacién antes

dicha.

Altura de planta en centimetros

/ FINAL
/ meoio
/" micio

B 7

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 1. Altura de planta

Al observar la grafica puede apreciarse la relacion indirecta entre numero
de brotes y altura de plantas, si bien no existié diferencia significativa entre
variedades a las variables de AP y NB, si se encontré una ligera diferencia
significativa entre tratamientos y estadios, el resultado de comparacion de

medias para tratamientos se presenta en la Tabla 8.
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Numero de brotes

N
/" FINAL
/ MEDIO

// INICIO
=~

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 2. Numero de brotes

En esta puede apreciarse las medias que son estadisticamente
diferentes (medias precedidas con distinta letra), estadisticamente iguales
(medias precedidas con la misma letra) y las que son ligeramente diferentes
(medias precedidas con ambas letras).

Puede asumirse que las diferencias presentadas en la variable de NB
estan directamente relacionadas con el numero de plantas en las unidades

experimentales y las alturas de plantas con la cantidad de brotes desarrollados.
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Tabla 8. Medias entre tratamientos de AP y NB

Tratamiento Medias AP Medias NB
0 mg*kg de As B 21.405 cm A 55.900 u
10 mg*kg™* de As AB 24.505 cm AB 47.750 u
20 mg*kglde As A 25.390 cm B 41.700 u
40 mg*kg™ de As AB 22.465 cm AB 48.250 u

Al realizar una correlacion entre NB y AP se obtuvo un coeficiente de
correlacion de 0.59689 con una significancia < 0.0001, esto nos explica la
diferencia entre alturas en los distintos tratamientos, Al correlacionar las
variables Tratamientos con NB, no se encontrd una correlacion significativa,
esto nos dice que las diferencias encontradas se debieron principalmente a
efectos de competencia y plasticidad de las plantas en los diferentes
tratamiento, pues no puede asumirse que la concentracion de arsénico en suelo
explica estas diferencias.

(Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Stoeva et al., 2005) Mencionan que la
fitotoxicidad del arsénico solo es manifestada a muy altas concentraciones
como en lugares donde se encuentran residuos de mineria. En el caso de la
planta de frijol esta no presenta estrés a una concentracién de 5 mg*Kg™, pero
si lo presento a una concentracién de 10 mg*Kg™. (Carbonell-Barrachina et al.,
1997)Concentraciones de 10 mg*Kg™, hacen que la planta de tomate reduzca

su produccion de biomasa. En el siguiente
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apartado se discutira las variables que indican la produccién de biomasa.

4.2 Peso seco, peso seco de hojay peso seco de tallo

Para el andlisis de resultados se considero, al peso seco como la cantidad
de biomasa producida. El contenido promedio de agua en la alfalfa se calculo
en un 75 por ciento. Y una densidad de siembra de 350 plantas por metro
cuadrado. En la Tabla 9 pueden observarse las medias de los valores obtenidos
para las diferentes variedades y tratamientos en sus diferentes estadios y el
equivalente del valor acumulado en toneladas de materia seca por hectarea por
afio, para expresar el rendimiento, la representacién grafica de dicha tabla se
encuentra en la Grafica 3, donde solo se omite el valor acumulado.

El GLM (GLM, de sus siglas en ingles “General Linear Model”)a un nivel
de significancia de 0.05 por ciento, no expresa diferencia significativa al
rendimiento obtenido entre variedades y tratamiento, pero si expreso una
diferencia entre los diferentes estadios. Conjuntamente se realizo el analisis de
comparacién de medias por el método de “Tukey” para corroborar los datos

obtenidos por el GLM, obteniendo concordancia entre ambos resultados.
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Tabla 9. Rendimiento de alfalfa como materia seca

Variedad Final Acumulado Ton/ha/afo
Sundor 0 8.03 10.19 13.89 1100 271 15.6
Sundor 10 6.24 13.13 17.94 129.88 18.4
Sundor 20 7,07 11:59 1731 125+26 17.7
Sundor 40 6.03 9.76 14.106 104.01 14.7

Excelente 110 0 7.19 12.89 13.86 115,71 16.4
Excelente 110 10 6.79 11.46 16.19 119,51 16.9
Excelente 110 20 3.93 11.86 16.06 111.01 15.8
Excelente 110 40 5.43 11.06 15.74 112 .41 15.9

1800 —
16.00 +
14.00 +
12.00 +
10.00 -
8.00 el
6.00 - e - -
4.00
2.00 -
0.00 +-

Peso seco expresado en gramos

/ FINAL
/ meoio
INICIO

10 20

40

Concentracion de arsenico en suelo expreasado en mg/kg

Grafica 3. Rendimiento de alfalfa

Para el analisis del PSH (Grafica 4) y PST (Grafica 5) se calculo que el
peso proporcionado al peso seco, por la hoja es de un 66 por ciento y el del

tallo de un 34 por ciento.
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SUNDOR

. EXCELENTE110

Peso seco expresado en gramos

/ FINAL
/ MEDIO
¥/ INco

40

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 4. Peso seco de hoja

Los andlisis GLM y Tukey expresaron igualdad a los expresados para
PS, esto es debido a que el PSH y PST derivan del PS.
(Khattak et al., 1989; Urbano & Davila, 2003) Obtuvieron resultados similares de
rendimiento reportando un promedio de 17 ton*ha™*afio, en once variedades de
alfalfa cultivadas a 0.30 m de distancia de surco a chorro corrido. Si bien se
observa diferencia en los diferentes estadios del cultivo, el rendimiento al final
de afio tiende a compensar esas diferencias, se observa que la variedad sundor

tiene ligeramente mayor produccién de biomasa sobre la excelente
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110,(Cultivars & Schedules, 2006) Concluyen que el rendimiento de alfalfa
puede variar entre variedades, pero estas diferencias se compensan al termino

del afo, siendo los rendimientos similares.

SUNDOR

Peso seco expresado en gramos

/ FINAL

/ MEDIO
/ micio
/

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 5. Peso seco de tallo

(Santamaria et al.,, 2000)Es importante sefialar que la densidad de
siembra recomendada para la zona norte de México es de hasta 200 plantas
por metro cuadrado para el primer afio, obteniéndose rendimientos de 20
ton*ha**afio. Nuestra densidad de siembra fue de 350 plantas por metro
cuadrado, por tal razén no es posible comparar nuestros rendimientos a los

rendimientos obtenidos en campo, mas sin
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embargo es posible comparar el comportamiento del cultivo a través de afio
siendo este el discutido anteriormente. Finalmente haciendo uso de las
discusiones del apartado 4.1 y del presente, podemos suponer que la planta de
alfalfa con las variedades estudiadas presentan tolerancia a las

concentraciones de arsénico en suelo empleadas en el presente trabajo.

4.3 Peso seco de raiz y didmetro de raiz.

El contenido de humedad promedio de la raiz fue de un 36.1 por ciento, se
realizaron analisis de GLM y comparacion de medias por “Tukey” para evaluar
las variables de PSR y DR, las cuales no obtuvieron diferencia significativa
entre variedades, pero entre tratamientos se encontrd significancia para la
variable de diametro de raiz. En la Grafica 6, puede apreciarse la
representacion de los datos obtenidos.

Se presento significancia entre tratamientos, en la Tabla 10, se expresan

los resultados de comparacion de medias entre tratamientos.
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SUNDOR
g —— EXCELENTE 110

Diameto de Raiz en milimetros
Peso seco en gramos

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 6. Peso Seco de Raiz y Diadmetro de Raiz

Tabla 10. Medias entre tratamientos para DR y PSR

Tratamiento DR en milimetros PSR en gramos
0 mg*kg ™ de As B T:1 BC 21.85
10 mg*kg ™' de As AB 8.7 B 22.05
20 mg*kg™ de As A 12.7 A 25.40
40 mg*kg™ de As B 8.6 c 20.55

Al igual que para NB y AP la variable DR esta relacionada con el nimero
de plantas en las unidades experimentales, al realizar un analisis de correlacion
entre NPF y DR se encontré un coeficientes de -0.53524 con una significancia
de 0.0004, no se encontrd correlacién entre la concentracién de arsénico y el

PSR, por lo que no podemos atribuir que las variaciones entre tratamientos
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sean causadas por la concentracion de arsénico en suelo y es mejor explicado
por fendbmenos de competencia y plasticidad debido al confinamiento de las

plantas en las unidades experimentales.

4.4 Analisis fisico — quimicos del suelo

Como se menciono en el apartado 3.5.8.3 y 3.5.10 con respecto a la
calidad empleada y los pardmetros agronémicos determinados en el suelo en la
Tabla 11 se presentan los resultados para los diferentes parametros, los previos
al experimento y los finales del experimento. Al inicio del cultivo se tuvo un suelo
bajo en materia organica, con un pH ligeramente alcalino, caracteristico de un
suelo mineral de clima arido, con valores ¢ptimos de calcio y nitratos,
finalmente con valores criticos de fosforo y magnesio. Al final del cultivo se vio
un incremento marcado de la materia organica haciendo un suelo mediano en
materia organica, incrementando los valores de magnesio y la disminucién de
los nitratos. Es importante resaltar que el muestreo del suelo fue realizado

antes de fertilizar al inicio del cultivo.
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Tabla 11. Resultado de Analisis Fisico — quimicos del suelo

Variedad Sundor Excelente 110
Parametro Tl T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Ant Des Ant Des Ant Des Ant Des Ant Des Ant Des Ant Des Ant Des
Tex FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL FAL
MO 1.0 2.5 1.3 2.5 1.3 2.1 1.4 2.3 1.0 2.1 1.3 2.2 1.3 2.1 1.4 2.1
pPH 7.5 7.7 7.4 7.9 7.3 7.8 8.0 7.7 7.5 7.9 7.4 8.2 7.3 8.0 8.0 8.1
CE 2.4 1.3 2.8 0.9 3.3 1.8 3.7 2.5 2.4 1.3 2.8 0.9 3.3 1.3 3.7 1.9
Ca 10.0 5.2 13.5 2.8 17.4 11.6 26.3 22.4 10.0 6.0 13.5 4.0 17.4 7.2 26.3 17.2
Mg 2.4 3.2 2.8 2.8 3.5 4.0 3.8 5.6 2.4 2.0 2.8 1.2 3.5 2.0 3.8 3.6
NO3 252.4 ©7.9|293.2 68.3|374.2 76.8 |452.1 55.6 |252.4 65.5]293.2 0 374.2 53.3(452.1 32.1
P>0s5 5.0 0.8 6.3 2.4 5.8 0.5 6.0 1.8 3.0 2.4 6.5 1.7 4.8 2.3 5.9 2.7
As 20.0 20.1 | 29.7 30.4 39.9 37.1 60.6 53.9 20.0 32.9| 29.7 27.2 39.9 18.9 | 60.6 60.6
As cor 0.0 0.0 6.5 7.2 | 1e.7 13.9| 37.4 30.7| 0.0 9.7 6.5 4.0 1e.7 0.0 | 37.4 37.4
Tex. Expresada como FAL Franco Arcilloso Limoso
MO. Expresada como porciento
PH. Adimensional
CE. Expresada como mohm*cm™ a 25°C
Ca y Mg. Expresados como Meg*L™
NOs;, P.0Os yv As. Expresados como mg/kq"l
ND. No detectable
Ant v Des. Antes y después, respectivamente
As cor. Arsénico corregido, Valores menos el valor promedio de los testigos
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Para el analisis de arsénico en suelo se emplearon los NIST 2710y 2711,
con una recuperaciéon de 81.7 y 101.1 por ciento respectivamente. Es
importante mencionar que las concentraciones iniciales de los tratamientos son:
20.0 29.9, 39.9, 60.6 para los tratamientos de 0, 10, 20 y 40 mg*kg™
respectivamente, para fines practicos se seguirA mencionando estas
concentraciones para identificar los diferentes tratamientos. También se realizo
un factor de correccion con el promedio de los valores de los testigos, el cual se
les sustrajo a todos los valores, los cuales pueden apreciarse en la Gltima fila de
la Tabla 11. A excepcién del tratamiento tres de la variedad de Excelente 110,
no se aprecia disminucion significativa en la concentracion de arsénico, una
causa probable de dicho fenédmeno es la contaminacion con otra fuente de
arsénico en el desarrollo del experimento, la cual pudo haber sido la adicion de
fertilizante MAP, el cual en la literatura se ha reportado con concentraciones de
9.75 mg*kg™ y pueden permitirse hasta 13 mg*kg™ por cada unidad porcentual
aplicada de fertilizante (Kane & Hall, 2006; McCauley et al., 2003). Este
fendbmeno sera discutido con mas detalle en el apartado 4.6 en combinacion con

la cantidad de arsénico absorbido al interior de la planta.
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4.5 Arsénico en tejido vegetal

Para los andlisis de arsénico total en tejido vegetal fue necesario
monitorear la calidad de los procesos de digestion, para lo cual se empleo el
estandar certificado mencionado en el apartado 3.5.9.2. El cual tuvo una
recuperacion del 106 por ciento al valorar el estandar secundario, el cual tuvo
un valor medio de arsénico de: 4.91 mg/Kg™ + 0.29 de arsénico en materia
seca,; la recuperacion promedio del estandar secundario fue de: 95.8 por ciento.

Las variables de Arsénico en hoja (ASH), Arsénico en Tallo (AST) y
Arsénico en Raiz (ASR) no presentaron diferencia significativa en el analisis de
GLM, siendo la variedad de Excelente 110 la que tuviera mayor acumulacién de
arsénico en sus diferentes 6rganos. En la Tabla 12 se presentan los valores de

las medias para ambas variedades.

Tabla 12. Medias de Absorcidn de Arsénico en los diferentes
érganos de la planta
Variedad ASH AST ASR
Sundor 8.3348 2.00525 4.7775
Excelente 110 10.0262 2.03675 5.3950

Valores expresados en mg*kg  de materia seca

51



(Rosas et al., 1999)Rosas en su estudio encontrd valores de en alfalfa en un
rango de 0.2 — 3.6 mg*kg™ de arsénico con un 40% de acumulacién en sus
raices. La mayor acumulacion en nuestro trabajo se dio en las hojas con un 56
por ciento seguido de un 31 por ciento en raices y finalmente con un 13 por
ciento en tallos. Otros estudios han demostrado que el arsénico es absorbido
por otros tipos de forrajes como el maiz y hortalizas como el tomate. (Miteva,
2002) En tomate se han encontrado concentraciones en el rango de 0.87 a
37.66 mg*Kg™, expuestas a concentraciones de 0 — 100 mg*Kg™, en solucién
nutritiva, mostrando correlaciones positivas.

Al analizar las variables de ASH, AST y ASR, entre tratamientos se
encontrd diferencia estadistica, a continuacion se presentan las diferentes
graficas para ASH (Grafica 7), AST (Grafica 8), y ASR (Grafica 9) en los
diferentes estadios del cultivo.

Las variables de ASH y AST se correlacionaron positivamente con el
contenido de arsénico en suelo, al igual que el trabajo de Miteva 2002,
comentado anteriormente. Los coeficientes de correlacion que se obtuvieron

fueron: 0.79967 y 0.92491 ambos con una
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significancia < 0.0001 para las variables de ASH y AST respectivamente.

Arsenicoen tejido vegetal en mg/kg
en materia seca

7 micio
MEDIO

_\/ FINAL

20 4

Concentracion de arsenico en suelo expresado en mg/kg

Grafica 7. Acumulacidédn de arsénico en hojas
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f————gt_______jgg@mno

Arsenico en tejido vegetal en mg/kg
en materia seca

"7 FINAL
/ meoio

10 20 4

Concentracion de arsenicoen suelo expresado en mg/kg

Grafica 8. Acumulacidén de arsénico en tallo
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El comportamiento de la acumulacion del arsénico a la raiz se fue de
manera diferente para ambas variedades (ver Grafica 9).

Al correlacionar cada variedad contra la concentraciébn de arsénico en
suelo, para en el caso de Sundor si se omite el valor del blanco se obtiene un
coeficiente de -0.95973 con una significancia < 0.0001. Para la variedad de
Excelente 110 se obtuvo un coeficiente de 0.98895 con una significancia <
0.0001. Ambos coeficientes pueden explicar con gran seguridad que la
concentracion contenida en la raiz esta en funciébn de la concentracion de
arsénico en el suelo, igualmente sucede para la variable de AST y en menor
grado para la variable ASH.

A continuacién en la Tabla 13 se muestran las medias de los valores de
54acumulacion de arsénico para los diferentes tratamientos, cabe mencionar
que estas fueron diferentes estadisticamente entre si a excepcion en ASR
donde solo difiere el tratamiento de 0 mg*kg™ del resto. También se presento
diferencia significativa entre estadios inicio y final para las variables ASH y AST,
finalmente también se presento diferencia entre el inicio y medio de la variable

ASH, situacion que puede apreciarse en las graficas anteriores.
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EXCELENTE 110
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Grafica 9. Acumulacidén de arsénico en raiz

Tabla 13. Medias de tratamientos de absorcidédn de Arsénico
en tejido vegetal

Tratamiento ASH AST ASR
0 mg*kg” 2.09 095 2.46
10 mg*kg™ Vw10 1 70 5..98
20 mg*kg™’ 1203 2.44 5441
40 mg*kg™* 1482 2.98 6.49

Valores expresados en mg*kg'l de materia seca

Diferentes estudios realizados en arroz, girasol y diferentes vegetales
(Prieto-Garcia et al., 2005; Raab et al., 2005; Wang et al., 2006) han mostrando
igualmente correlaciones positivas entre las concentraciones de arsénico a las
gue fueron expuestos y la acumulaciéon de este en sus diferentes 6rganos, a

excepcion del
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comportamiento de la variedad Sundor en su acumulacion en la raiz.

4.6 Arsénico en suelo — planta

En estudios de plantas fitoremediadoras se ha asociado una disminucion
del 26 por ciento del arsénico contenido en el suelo por Chinese Brake una
planta hiperacumuladora (Tu et al., 2002). En la Tabla 14 se expresan los
resultados de absorcion de arsénico por alfalfa por maseta o unidad
experimental y la concentracion final tedrica de arsénico en suelo en las
unidades experimentales. Para dichos calculos se consideraron la suma de las
medias de acumulacion de arsénico en tratamientos para las variables ASH,
AST y ASR (Tabla 13) y los rendimientos anuales para cada tratamiento en las
variedades estudiadas mas su respectivo peso de raiz, ambos en materia seca.

Es evidente que la concentracion tedrica de Arsénico en el suelo no resulta
diferente a la obtenida al inicio del experimento, Las diferencias en los
resultados expresados en la Tabla 11 en sus dos ultimas filas, a excepcion del
tratamiento 3 de excelente 110, pueden explicarse por variabilidad analitica,
pues como se aprecio en la Tabla 14 la disminuciéon de la concentracion de

arsénico por efecto
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de la alfalfa es muy poca. Y las diferencias encontradas pueden atribuirse por

lixiviacion del arsénico.

Otro factor que hay que considerar es la posible contaminacion del

experimento con arsénico por la adicion del fertilizante MAP, este en su

produccion es generado a partir de la roca fosférica rica en arsénico, pero la

cantidad adicionada de MAP fue de 3.0 gramos en total y si este tiene una

concentracién media de 9.7 mg*kg™, no logra ser significativa la contribucion de

este a la concentracion de arsénico en suelo.

Tabla 14. Estimacién de las concentraciones de arsénico en
suelo al final del experimento
Variedad [As]-I PS mgAsT-S xAc-As mgT-AsM [As]-F
Sundor 0 110.21 0 5.5 0.72 0
Sundor 6.5 129.88 143 15.46 2.34 6.39
Sundor 16.7 125.26  367.4 19.88 3.02 16.56
Sundor 37.4 104.01 822.8 24.29 3.04 37.26
Excelente 110 0 115.71 0 5.5 0.76 0
Excelente 110 6.5 119.51 143 15.46 2.20 6.40
Excelente 110 16.7 111.61 367.4 19.88 2.69 16.58
Excelente 110 37.4 112.41 822.8 24.29 3.22 37.25
[As]-I Concentracién de Arsénico en macetas al inicio del
experimento
PS Sumatoria del PS y PSR
mgAsT-S Miligramocs totales de arsénico presentes en las macetas
xAc-As Media de la acumulacidén de arsénico en planta expresado en
miligramos
mgT-AsM Miligramocs totales acumulados por las plantas por macetas
en un ano
[As]-F Concentracién final tedrica de arsénico en macetas al final

del experimento
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La presencia de arsénico en los tratamientos testigos solo puede ser
justificada por la presencia de este en el suelo empleado para realizar las
macetas, pues las adiciones de del suelo contaminado son equivalentes a las
tedricas si se considera que el suelo libre de arsénico, contenia una

concentracion de 20 mg*kg” de arsénico, aseveracion que puede ser

comprobada si se observa la Tabla 11.
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CONCLUCIONES

La planta de alfalfa en sus variedades de sundor y excelente 110, es
capaz de acumular arsénico en sus diferentes o6rganos, siendo esta
acumulacion dependiente de la concentracion de arsénico presente en el suelo,
presentando una relacion proporcional entre arsénico acumulado en la planta y
contenido de arsénico en suelo; A si mismo la acumulacion de arsénico en la
planta tiende hacer constante con el paso del tiempo, presentado mayor
acumulacion en el desarrollo del cultivo.

La cantidad de arsénico removido del suelo, por accién de la planta de
alfalfa no es suficiente para considerar a esta planta como fitoremediadora, mas
sin embargo deber4 de tenerse cuidado pues la planta de alfalfa y sus
asociaciones biolégicas con microorganismos y hongos disuelven el arsénico
adsorbido en el suelo, esta también podra acumular el arsénico proveniente de
agua de riego, el cual es mas biodisponible que se encuentra contenido en el

suelo.
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