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RESUMEN

El estado de San Luis Potosi cuenta con abundantes recursos minerales que han
sido explotados desde hace mas de 400 afios, lo que ha ocasionado grandes
cantidades de residuos mineros, causando graves efectos de contaminaciéon y de
salud en la poblacién humana como en los componentes biéticos. El objetivo de este
estudio fue evaluar el dafio al ADN en células de raiz de haba (Vicia faba) expuestas
a suelos y residuos mineros, a través del ensayo cometa. Semillas germinadas
durante 3 dias de Vicia faba fueron expuestas a elutriados de suelo impactado con
metales pesados (n=10) y a elutriados de suelo de referencia (n=10), por 48 horas.
Los sitios impactados y de referencia se ubicaron en Cerro de San Pedro, Charcas,
Cedral y Villa de la Paz, en el estado de San Luis Potosi, México. Se analizaron
parametros fisicoquimicos (materia organica, pH, arcilla y conductividad eléctrica),
concentraciones de metales (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb, Fe, Co, Mo) y
metaloides (B, As), indice de contaminacién, indice de riesgo ecologico y ensayo
cometa en células de raiz de haba (Vicia faba). Los resultados de los parametros
fisicoquimicos mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre los suelos
recolectados en los sitios de referencia y los sitios impactados con metales pesados
y metaloides. Algunas concentraciones de metales (Ni, Zn, Pb, As, Cd, Hg, Cu)
superan la Guia de Calidad Ambiental Canadiense y la regulacion nacional, la NOM-
147-SEMARNAT/SSA1-2004 de wuso residencial o agricola. El indice de
contaminacion de metales indic6 que el sitio minero Charcas se encuentra
gravemente contaminado con metales pesados; por otro lado el indice de riesgo
ecologico muestra que las altas cantidades de metales pesados en los sitios mineros
pueden causar efectos adversos en las plantas, como es el dafio al ADN. Los
resultados del ensayo cometa mostraron que existen diferencias significativas
(p<0.05) en los valores de OTM y TL de las células de raiz de Vicia faba con
respecto a los sitios impactados y el sitio de referencia, el sitio minero con mayor
dafio al ADN fue Cedral, seguido del Cerro de San Pedro, Villa de la Paz y por ultimo

Charcas.
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ABSTRACT

The state of San Luis Potosi has abundant mineral resources that have been
exploited for more than 400 years, which has caused large amounts of mining waste,
causing serious pollution and health effects in the human population as in the biotic
components. The objective of this study was to evaluate the damage to DNA in bean
root cells (Vicia Faba) exposed to soils and mining waste, through the comet assay.
Germinated seeds during 3 days of Vicia Faba were exposed to elutriados of ground
impacted with heavy metals (n = 10) and elutriados of reference soil (n = 10), for 48
hours. The impacted and referenced sites were located in Cerro de San Pedro,
Charcas, Cedral and Villa de la Paz, in the state of San Luis Potosi, Mexico. We
analyzed physicochemical parameters (organic matter, pH, clay and electrical
conductivity), concentrations of metals (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb, Fe, Co, Mo)
and metalloids (B, As), contamination index, ecological risk index and comet assay in
bean root cells (Vicia Faba). The results of the physicochemical parameters showed
significant differences (p<0.05) between the soils collected at the reference sites and
the sites impacted with heavy metals and metalloids. Some concentrations of metals
(Ni, Zn, Pb, As, Cd, Hg, Cu) exceed the Canadian Environmental Quality Guide and
national regulation, NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 for residential or agricultural
use. The metal pollution index indicated that the mining site Charcas is severely
contaminated with heavy metals; on the other hand the ecological risk index shows
that high amounts of heavy metals in mining sites can cause adverse effects on
plants, such as DNA damage. The results of the comet assay showed that there are
significant differences (P<0.05) in the OTM and TL values of the Vicia Faba root cells
with respect to the sites impacted and the reference site, the mining site with the
greatest damage to DNA was Cedral, followed by the Cerro de San Pedro, Villa de la

Paz and finally Charcas.
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INTRODUCCION

La mineria es considerada una de las actividades mas antiguas y fundamentales de
la humanidad. México se ha caracterizado por ser una potencia minera. En la
actualidad ocupa los primeros lugares en la produccion de arsénico, cadmio, plomo,
mercurio, fluorita, bario, etc. a nivel mundial. Esta gran producciéon se debe a que las
zonas mineras mexicanas se localizan en extensas areas del territorio nacional. Asi,
la mineria ha llegado a convertirse en un sector econémico de gran importancia para
estados como Guanajuato, Sonora, Chihuahua, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi

e Hidalgo (Secretaria de Economia, 2016).

En el siglo XVI en el estado de San Luis Potosi se descubrieron ricas vetas de
oro y plata, que posteriormente dieron lugar a nacimientos de distritos mineros como
Charcas, Cerro de San Pedro, Real de Catorce, Guadalcazar, Santa Maria de la Paz

y otros (Sanchez-Crispin et al., 1994).

En un sitio minero, son dos las principales actividades contaminantes: i) el
proceso primario de tratamiento de metales vy ii) la generacion de residuos mineros
(ej. jales) (Mejia et al., 1999). Estos ultimos pueden dispersarse al ambiente, por lo
gue es comun que en sitios cercanos a minas y fundiciones de metales se
encuentren areas extensas con presencia de cobre, cadmio, arsénico, plomo entre
otros, los cuales en altas concentraciones tienen efectos toxicos y son considerados
contaminantes ambientales capaces de alterar a los ecosistemas (Nedelkoska y
Doran 2000, Chehregani et al. 2005, Wei et al. 2007, Yadav et al. 2009); ademas,
estos elementos, no son biodegradables y pueden bioacumularse (Boularbah et al.
2006). Las especies vegetales han desarrollado mecanismos muy especificos para
absorber, translocar y acumular nutrientes (Lasat, 2000); sin embargo, algunos
metales y metaloides aunque no son esenciales para los vegetales pueden ser

absorbidos, translocados y acumulados debido a que presentan un comportamiento
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electroquimico similar a los elementos nutritivos esenciales (Souza et al. 2005). Asi,

los metales pesados causan estrés oxidativo en las plantas (Fayiga et al. 2004)
afectando a lipidos, proteinas y al ADN, por lo tanto se puede decir que los metales
pesados son compuestos genotoxicos, debido a que pueden actuar directa o
indirectamente sobre el ADN (Zuluaga et al., 2009). Por ejemplo, los metales son
conocidos por interferir en el funcionamiento fisiolégico y bioquimico de la membrana
celular de la planta, que resulta en alteraciones en su composicion molecular, rigidez,
fluidez, permeabilidad y nutrientes, una reduccion en el crecimiento del tejido y la
biomasa, la perturbacion del ciclo celular y la division celular, asi como una reduccion
en el contenido de clorofila y la perturbacion del proceso de fotosintesis incluyendo el

estrés oxidativo (Geremias et al., 2012).

Los bioensayos son pruebas en las que se usan organismos Vvivos para
detectar o medir la presencia y efectos de una o mas substancias téxicas, asi como
determinar el limite de tolerancia de dichas substancias con respecto a los
organismos (DGECyTM, 2009). Los bioensayos con plantas estan siendo utilizados
cada vez mas para el diagnostico ecotoxicologico (Pentreath et al., 2015) debido a
gue las plantas son mas sensibles en la deteccion de genotoxicidad de los agentes
ambientales y pueden servir como la primera alerta de la presencia de peligros
ambientales en agua, aire y suelo (Saghirzadeh et al., 2008). Las plantas como
bioindicadores tienen una larga historia; han demostrado ser buenos para la
deteccion y vigilancia de los efectos genotdxicos de productos quimicos (Yildiz et al.,
2009; Bandyopadhyay y Mukherjee, 2011). Durante décadas se han utilizado como
parte de la evaluacion del riesgo ecologico de productos agricolas y productos
guimicos industriales, residuos solidos, aditivos alimentarios, metales pesados, entre
otros, en suelo y agua contaminados (Bandyopadhyay y Mukherjee, 2011; Morais y
Marin-Morales, 2009).

Vicia faba es un bioindicador eficaz para la deteccion quimica y el monitoreo in

situ e in vitro de genotoxicidad de contaminantes ambientales, es utilizado debido a
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su sensibilidad, el tamafo uniforme de los cromosomas, de facil cultivo en el

laboratorio, reduccién del tiempo de germinacion, disponibilidad, requisitos minimos
de instalacién (Zhong et al., 2001; Song et al., 2009; Dhyevre et al., 2014).

Una forma de cuantificar el dafio al ADN en raiz de Vicia faba, es por medio de
la técnica de ensayo cometa o electroforesis alcalina de células individuales, que es
un meétodo que se basa en la observacion de células individuales (células
meristeméticas) con la finalidad de evaluar la fragmentacion y migracion del ADN,
ocasionado por el rompimiento del material genético debido a la exposicion a
contaminantes genotoéxicos (Tice et al.,, 2000). Es una prueba técnicamente simple,
altamente sensible, rapida y economica (Liman et al., 2011; Setha et al., 2008;
Kumaravel et al., 2007). El ensayo cometa en nucleos de diversas plantas se ha
utilizado antes, en especies tales como Vicia faba, Allium cepa, Nicotiana tabacum,
Calamagrostis epigejos, Impatiens balsamina, Arabidopsis thaliana y Hordeum
vulgare (Saghirzadeh et al., 2008; Morais y Marin-Morales, 2009).

JUSTIFICACION

La mineria es considerada una actividad productiva de alto impacto ambiental,
debido a que en todas sus etapas (exploracion, extraccién y procesamiento) se
generan una gran cantidad de residuos. En el estado de San Luis Potosi, se ha
llevado a cabo la mineria desde hace méas de 400 afios, lo cual produce
contaminacion en agua, suelo, aire y sedimento, causando efectos en animales,
plantas y el humano. El uso de plantas como organismos de prueba se ha indicado y
validado por varias agencias ambientales, como el Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). Debido a que algunas plantas son sensibles
a la exposicion de contaminantes, y pueden servir como primera alerta de la
presencia de contaminantes ambientales en agua, suelo y aire, en el presente

estudio se utiliz6 como organismo de prueba Vicia faba, la cual ha demostrado ser
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una especie eficiente que presenta mejor respuesta ante un estresor (como los

metales pesados). Se ha utilizado en ensayos como la prueba de ensayo cometa,
gue es una prueba ampliamente utilizada para cuantificar el dafio al ADN causado
por agentes genotdxicos como los metales pesados presentes en residuos mineros.
Esta técnica cuenta con ventajas como tiempo de respuesta corto, sensibilidad para
deteccidn de dafios al ADN, bajo costo, requisito de nimero de células relativamente

corto, etc.

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el dafio al ADN en células de raiz de haba (Vicia faba) expuestas a
suelos y residuos mineros, a través del ensayo cometa para determinar la

toxicidad y el potencial de riesgo en cuatro sitios de San Luis Potosi.

Objetivos especificos

e Estandarizar la técnica ensayo cometa como biomarcador de dafio en el ADN
en células vegetales de raiz de haba (Vicia faba)

e Evaluar la genotoxicidad en células de raiz de haba de diferentes sitios
mineros (Cedral, Charcas, Cerro de San Pedro y Villa de la Paz) en San Luis
Potosi.

e Establecer la relacion existente entre la concentracion de metales de cada
sitio minero y el dafio genotdxico en el organismo de prueba (Vicia faba).
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ANTECEDENTES

La mineria en México

México es uno de los paises de Latinoamérica que se encuentra localizado en una
region volcanica rica en minerales. La tradicion minera en el pais se remonta a la
época prehispanica, con la explotacién de yacimientos ubicados principalmente en
zonas de Taxco (Guerrero), Pachuca (Hidalgo), Guanajuato y Querétaro. Dicha
actividad adquiri6 una gran relevancia econémica y social hasta el periodo de la
colonia, convirtiéndose entonces en el motor del crecimiento econémico y

modernizacién de la corona espafiola (Garfias y Barojas, 1997).

Debido al desarrollo y modernizacibn en los procesos de extraccion y
procesamiento de los recursos minerales, asi como a la generacién de grandes
cantidades de residuos provenientes de sus procesos, la industria minera en México
ha generado por décadas una gran cantidad de desechos y sitios contaminados a lo
largo de todo el pais. La produccion minera en Meéxico, se concentra en doce
entidades: Chihuahua, Michoacan, Zacatecas, Durango, Sonora, Coahuila,
Guanajuato, San Luis Potosi, Hidalgo, Sinaloa, Colima y Jalisco. La excavacion de
minas, la remocion de minerales y el procesamiento y extraccion de metales pueden
causar dafios ambientales y en casos extremos destruir el ecosistema; por ejemplo,
se pueden dafar tierras de cultivo, favorecer la erosion y contaminar cuerpos de
agua con sales solubles de elementos potencialmente téxicos como arsénico,
selenio, plomo, cadmio y 6xidos de azufre, entre otros. El grado de impacto sobre el
ambiente y la salud se relacionara con la composicion del mineral, el tipo de
explotacion, el proceso de beneficio, la escala de las operaciones y las
caracteristicas del entorno. En el cuadro 1, se resumen las etapas de los procesos

mineros y su relacion con el impacto ambiental que generan (INECC, 1994).
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El ejemplo mas comudn de la contaminacion de suelos por actividades mineras

en México es la generada durante el beneficio del oro y plata, realizado comunmente
por amalgamacion con mercurio y por cianuracion. En ninguno de los dos casos, es
posible la recuperacién total de los compuestos y/o elementos adicionados, por lo
gue es comun encontrarlos en los residuos del proceso (jales) en forma soluble. Los
elementos potencialmente toxicos mas comunes derivados de estos procesos, en el
caso de México son: Pb, Cd, Zn, As, Se y Hg (Volke et al., 2005).

Cuadro 1. Relacion de la actividad minera y su impacto al ambiente.

Fase Descripcién Impacto ambiental
Exploracion Barrenacion, obras y perforaciones. Destruccion de cobertura
vegetal
Explotacion Obras diversas: tiros, socavones, Operacion de presas de
patios para depdsito de minerales, jales: arrastre de residuos
zonas para descarga de materiales peligrosos.
Descarga de aguas
residuales
Beneficio Concentracion Generacion de ruido
Trituracion y molienda Vibracion y emision de
Tratamientos previos polvo
Fundiciény Obtencién de metales y sus Emisiones a la atmosfera,
refinacion aleaciones (uso de hornos residuos peligrosos y
industriales) aguas residuales

Eliminacion de impurezas en los
metales para aumentar la ley de
contenido

Fuente: INECC, 1994.

La mineria en el estado de San Luis Potosi

El estado de San Luis Potosi se encuentra ubicado en la parte central de México y se
divide, desde el punto de vista fisiografico, en tres grandes regiones: 1) la Llanura
Costera del Golfo; 2) la Sierra Madre Oriental y, 3) la Altiplanicie Mexicana, que
regionalmente recibe el nombre de Altiplano Potosino, aqui se concentran ocho de

las 14 regiones mineras del estado (Figura 1) (Sanchez-Crispin et al. 1994). El
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altiplano se conforma de regiones planas con alternancias de sierras locales, donde

se extraen minerales metalicos como Au, Ag, Cu, Pb, Zn, Mn, Sn, Fe, Hg y Sb y
minerales no metalicos como fluorita, fosforita, yeso, azufre, arcillas aluminicas, onix,
marmol, boratos, barita, travertino, dolomita, sal, calizas, canteras y materiales
pétreos (SGM, 2011).

EXPLICACION

CAPITAL DEL ESTADD w

POBLADG [+]

CARRETERA
ViA FERREA

REGIGN MINERA

Figura 1. Actividad minera en el estado de San Luis Potosi. Figura tomada de: SGM,
2011.

Sitios de estudio

Los distritos estudiados en el presente trabajo se encuentran dentro de tres regiones
mineras, las cuales se presentan en el Cuadro 2, a excepcion del municipio de
Cedral, el cual se encuentra ubicado en la zona del altiplano del estado de San Luis
Potosi y el cual forma parte de un sistema industrial minero-metaldrgico que ha
funcionado desde 1615 hasta la actualidad en un area denominada “region minera de
la Sierra de Catorce” que corresponde a los municipios de Vanegas, Cedral, Catorce,
Villa de La Paz y Matehuala. En la comunidad se ubicaron haciendas de beneficio
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gue procesaban el mineral que procedia de las minas de Real de Catorce, utilizando

el método de patio (amalgamacion con mercurio). Como desechos de este método,
se generaron los jales de Jesus Maria y el Caballo, localizados dentro de la zona

urbana de Cedral (Flores-Ramirez et al., 2012).

El distrito minero Santa Maria de la Paz ha estado funcionando por mas de
200 afios (Fernandez et al., 1986), teniendo actualmente actividad de extraccion y
beneficio de minerales a partir de los yacimientos localizados en la llamada Sierra del
Fraile, siendo uno de los principales distritos mineros activos del estado de San Luis
Potosi. Los yacimientos que se han explotado son polimetalicos del tipo sistema
skarn de Pb, Zn, Ag, Cuy Au (Razo et al., 2004).

Los trabajos histéricos actuales sobre el municipio Cerro de San Pedro han
concentrado su atencion en torno a la mineria desde el momento mismo del hallazgo
del "Cerro del Potosi", lugar de fundacion del real de minas de Cerro de San Pedro a
finales del siglo XVI. Una vez oficializado el descubrimiento minero e iniciado el
asentamiento de poblacién desde 1592, el lugar se convirti6 en un centro de
confluencia de personas interesadas en la explotacion de oro y plata. Las tareas de
exploraciéon, extraccion y beneficio impulsaron el surgimiento de asentamientos y
haciendas como Real del Monte (Caldera), Portezuelo, San Francisco de los Pozos y

Armadillo, por mencionar algunas (Martinez et al., 2010).

En el Distrito Minero de Charcas los cuerpos mineralizados consisten de vetas
y zonas de reemplazamiento (tipo skarn), siendo estos ultimos los de mayor interés
por su volumen (SGM, 2007). En este distrito se explotan minerales como Au, Ag, Zn
y Cu. El descubrimiento del mineral de Charcas fue hecho en 1563 y a la mina
principal se le impuso el nombre de San Cristobal (INAFED, 2010).
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Cuadro 2. Zonas de estudio en diferentes regiones mineras del estado de S.L.P.

Region minera Mineralizacion Fofm?" de Distrito minero Municipio Tiempo _d,e Referencia
yacimiento explotacién
Distrito Minero Cerro de
Vetas, San Pedro.
. - Au, Ag, Cu, Zn, chimeneas, Zona Mineralizada Villa de ~ .
San Luis Potosi Pby Sn. mantos, Reyes. Cerro de San 400 afios (Velazquez, 1946)
diseminados Zona Mineralizada Villa de Pedro.
Arriaga.
Distrito Minero Real de
Catorce
Vetas, Distrito Minero Santa Maria
. Au, Ag, Cu, Pb, . .
Sierra de Catorce Zn Ee. Sb v H chimeneas y de la Paz Villa de la (Flores-Ramirez, 2012)
S yHe mantos. Distrito Minero La Maroma Paz 300 afios
Distrito Minero San José
Tierras Negras (Wadley)
Distrito Minero Charcas
Vetas, Zona Mineralizada San
Charcas Au, Ag, Cuy Zn. chimeneas. Rafael 400 afios (INAFED, 2010)
Zona Mineralizada Santa Charcas
Gertrudis
Au, Ag, Cu, Pb, Desechos Haciendas de beneficio de ~ i ,
Cedral Zn, Fe, Sby Hg mineros Jesus Maria y el Caballo Cedral 300 afios (Flores-Ramirez, 2012)

Fuente: SGM, 2011.
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Descripcion de los sitios de estudio

Cerro de San Pedro

El municipio se encuentra localizado en la zona centro del estado de San Luis Potosi
(Figura 2). La cabecera municipal tiene las siguientes coordenadas 100°47'59" de
longitud oeste y 22°12'58" de latitud norte con una altura de 2,047 metros sobre el
nivel del mar, con una extensién de 127.48 Km? y cuenta con 4,021 habitantes
(SNIM, 2010). El clima predominante en esta zona es seco templado, con una
temperatura media anual de 16.8°C y una precipitacion pluvial anual de 304.5 mm, el
municipio cuenta con diversos arroyos intermitentes. Los tipos de vegetacion
predominantes en la zona son: matorral microéfilo, matorral espinoso y nopaleras. La
fauna dominante se caracteriza por especies de mamiferos pequefios como: coyote,
gato monteés, liebre, conejo y algunas variedades de aves y reptiles. La mayor parte
del municipio esta asentado en suelo de tipo litosol eltrico con pendientes que van
del 8% a mayores de 20%. Al oeste y al sur se detecta una zona constituida por
xerosol calcarico donde se localiza una porcion de suelo medianamente salino. El
uso del suelo es para pastoreo extensivo (INAFED, 2010). Las principales
actividades productivas en la zona son: agricultura de autoconsumo de maiz vy frijol;
la produccién pecuaria, principalmente de ganado bovino, caprino y lanar; y la

actividad minera (Rojas-Rodriguez, 2011).
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Figura 2. Localizacion del municipio Cerro de San Pedro, S.L.P. Figura propia.

Charcas

El municipio se encuentra localizado en la parte norte del estado, en la zona altiplano
(Figura 3), las coordenadas de la cabecera municipal son 101°06'48" de longitud
oeste y 23°07'47" de latitud norte, con una altura de 2,017 metros sobre el nivel del
mar, con una extension de 2,164.66 Km?, con 21,138 habitantes (SNIM, 2010). En la
mayor parte del municipio predomina el clima seco templado, en la zona existen
arroyos intermitentes. Las especies vegetales dominantes en el area del municipio
son: gobernadora, mezquite, huizache, hojasén, granjeno y nopaleras. La fauna se
caracteriza por especies de mamiferos pequefios como: liebre, aves silvestres,
viboras, venados, gato montés, tigrillo y aracnidos. El tipo de suelo que se encuentra
en este municipio se clasifica como litosol eutrico calcarico con textura media, es de
topografia plana con pendientes menores del 8%. El uso del suelo es pecuario. En la
parte central del municipio se localiza la principal zona minera con yacimientos de
mercurio y antimonio. El territorio destaca por que en €l se encuentran productos

minerales como oro, plata, zinc, cobre, plomo, 6nix y marmol (INAFED, 2010). Las
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principales actividades productivas en la zona son la agricultura, ganaderia, la

mineria, industria manufacturera (Arnecom), industria de la construccion y la industria
energética (C.F.E., Organismo Operador de Agua Potable, gaseras y gasolineras);

teniendo a la industria minera como el desarrollo econémico del municipio.
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Figura 3. Localizacion del municipio de Charcas, S.L.P. Figura propia

Cedral

El municipio se encuentra localizado en la parte norte del estado (Figura 4), con
coordenadas 100°43'35" de longitud oeste y 23°49'10" de latitud norte, con una altura
de 1,701 metros sobre el nivel del mar, una extensién de 1,185.06 Km2 y cuenta con
18,485 habitantes (SNIM, 2010). El clima predominante en la zona es el seco
templado, con una temperatura anual de 16.8 °C, y una precipitacion anual de 420
mm, no existen corrientes superficiales de importancia. Los suelos son de origen
sedimentario, el material predominante esta constituido por detritos de roca caliza,
calcilutitas y areniscas; son moderadamente profundos a poco profundos,
presentandose una superposicion de estratos calichosos endurecidos, variando la

profundidad, son de color café amarillento claro a café grisaceo. Se explota en ellos
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la actividad pecuaria. La topografia de este municipio varia del 1.5% al 5%. El relieve

es ondulado en toda la superficie. ElI uso del suelo es principalmente de ganado
caprino; su uso actual agricola y ganadero con bajo rendimiento. EI municipio se
encuentra cubierto por la vegetacion tipica de la zona desértica; como el matorral
desértico micréfilo, espinoso, nopalera, izotal, cardonal y pastizal. La fauna se
caracteriza por especies como: el venado casi en extincion, liebres y viboras de
cascabel (INAFED, 2010). Las actividades productivas de la zona son la agricultura,
de maiz, frijol, cebolla y alfalfa; ganaderia (bovino, ovino, porcino, equino, aves de
corral con produccién de leche, huevos, miel y carne); e industrias manufactureras,

de la construccion, eléctricas, mineria y petréleo.

Figura 4. Localizacion del municipio Cedral, S.L.P. Figura propia
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Villa de la Paz

Se encuentra ubicado al norte del estado de San Luis Potosi (Figura 5). La cabecera
municipal tiene las siguientes coordenadas: 100°42'47" de longitud Oeste y 23°40'31"
de latitud Norte, con una altitud de 1,837 metros sobre el nivel de mar, con una
extension de 131.33 km? y cuenta con 5,350 habitantes (SNIM, 2010). El municipio
cuenta con un clima seco templado. La temperatura media anual oscila entre los
18°C; el mes mas caliente es junio con 28°C y el mes mas frio enero con 3°C. La
precipitacion pluvial es de 486 milimetros anuales (INAFED, 2010). En la regién no
existen corrientes fluviales de importancia, so6lo se localizan arroyos intermitentes, los
cuales se forman en las sierras y transportan agua solo durante eventos de lluvias
torrenciales, sin ninguna utilizacion econdmica o social, pero el agua que llevan se
capta en diferentes bordos que dan servicio de abrevadero para ganado y en menor
medida para riego de algunas tierras (Razo, 2004). Predomina de manera notable el
suelo de tipo litosol, el cual encontramos en la parte central norte y oeste. Alrededor
de la cabecera municipal y hacia el norte se detecta una asociacion del litosol con
rendzina. En la porcion central y norte se denota una fase petrocalcica. Hacia el norte
y sureste, encontramos areas consideradas dexerosol calcarico (CEFIM, 2012). Los
tipos de vegetacion se han definido por su fisonomia, derivada a su vez de la forma
de vida en sus especies dominantes, de esta manera encontramos matorral desértico
espinoso, micréfilo, nopaleras, izotal, cardonal y pastizal. De estas combinaciones se
presentan especies como: gobernadora, mezquite, huizache, hojasén, corolaria,
maguey, lechuguilla, guapilla, sotol, nopalera, palma china, palma loca y variedad de
zacate como el salado y navajita. La fauna se caracteriza por especies dominantes
como: liebre, vibora de cascabel y aves silvestres, gato montés, ardilla y raton de
campo. Las actividades productivas de la zona son: agricola de tuna, pastos y
praderas acicalado, maiz grano y frijol; ganadera, el municipio cuenta con actividades
como la produccion de carne de bovinos (8 toneladas/afio), porcinos (9
tonelada/afio), ovinos (1 tonelada/afio), caprinos (19 tonelada/afio) y produccion de
leche de bovino (18 mil L/afio) y caprino (23 mil L/afio) (INEGI, 2011); e industrial, en

donde operan dos empresas pequefias que fabrican veladoras y aromatizantes.
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Anteriormente funcionaba también una maquiladora de tamafio mediano, pero cerro

en el afio 2003. La economia de la cabecera municipal gira en torno de la empresa
minera Santa Maria de la Paz y Anexas SA de CV, Unica empresa de este giro que
esta activa en la region. La empresa minera ocupa el 38.66% del area total de la

cabecera municipal, por lo tanto el sitio es una tipica area minera (INAFED, 2010).

Figura 5. Localizacién del municipio de Villa de la Paz, S.L.P. Figura propia
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MARCO TEORICO

El suelo

Se puede definir el suelo como el soporte de una gran variedad de organismos, entre
ellos la vegetacion. El suelo se puede considerar como un sistema abierto que
presenta intercambios de materia y energia con el medio, en donde se desarrollan
diversos procesos fisicos, quimicos y biolégicos, responsables de su morfologia y
propiedades. Este esta compuesto por tres fases: 1) sélida, 2) liquida y 3) gaseosa,

los cuales se presentan en la Figura 6 (Bautista, 1999).

LiQUIDA {Agua (agua con iones y gases en disolucion.)

Viva: organismos como algas, bacterias,
Protozoarios, hongos, gusanos,
— artropodos, vertebrados y otros

Organica -

Mo viva: hojarasca, humus (acidos
humicos, ac. falvicos y huminas)

SUELO — SOLIDA - —

Particulas con minerales primarios:

Rocas, piedras, gravas, arenas, limos.
Inorganica Coloides: arcillas laminares y arcillas 6xidos.
- Sales de calcio, magnesio, sodio y potasio
principalmente.

GASEOSA «[Og, COs, CHa, Ny

Figura 6. Componentes de las fases del suelo. Figura tomada de: Bautista, 1999.

La fraccion organica esta constituida por desechos vegetales y animales,
ademas de cantidades variables de materia organica amorfa llamada humus. Esta
fraccion puede ser muy variable: un suelo arido puedo contener cerca de 0.5%,

mientras que una turba puede tener alrededor de 95% de materia orgénica, sin
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embargo, la mayoria de los suelos, en general, tienen un contenido de materia

organica entre 0.5 y 5% (Volke et al., 2005).

Los elementos mas comunmente encontrados en la fraccion inorganica del
suelo, en orden de abundancia son: Si>Al>Fe>C>Ca>K>Na>Mg>Ti. Ademas esta
fraccion esta compuesta por particulas de diferente tamafio como la arcilla con
tamafio de particula menor a 0.002 mm, limo que va de 0.002-0.05 mm el tamafio de
la particula, arena con 0.05-2 mm y la grava con particulas mayores a 2 mm (Volke
et al., 2005).

Entre los mdultiples elementos y compuestos que conforman el suelo se
encuentran sustancias afiadidas por la actividad humana, que por sus caracteristicas
son considerados contaminantes, por ejemplo el Pb, Cd, Zn, As, Se y Hg (ver
elementos potencialmente téxicos) (Volke et al., 2005). Un suelo contaminado es una
porcion delimitada de terreno superficial o subterraneo, donde las cualidades
originales han sido modificadas por la accion humana, produciendo: a)
contaminacion fisica con variaciones en pardmetros como temperatura y
radioactividad; b) contaminacién bioldgica, al inducir la proliferacion de especies o
cepas patdgenas ajenas a los microorganismos presentes en el suelo de forma
natural y c) contaminacion quimica por adicion de elementos o compuestos en
concentraciones que alteren la composicion originaria del suelo, tales como los

metales pesados (Ruda et al., 2004).

Metales pesados

El término “metal pesado” es impreciso, debido a que no tiene una base cientifica
rigurosa o una definicidbn quimica. Sin embargo, muchos de los elementos que se
enlistan dentro de éste término, se definen como aquellos elementos quimicos que
presentan una densidad igual o superior a 5 g cm™ cuando estan en forma elemental.

Rigurosamente, y desde el punto de vista quimico, los metales pesados estan
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constituidos por elementos de transicion y post-transicion incluyendo algunos

metaloides como el arsénico y selenio. Una forma opcional de nombrar a este grupo
es como “elementos potencialmente toxicos” (EPT), los cuales, de acuerdo a la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en
inglés), incluyen a los siguientes elementos: arsénico, cromo, cobalto, niquel, cobre,

zinc, plata, cadmio, mercurio, titanio, selenio y plomo (INECC, 2009).

Elementos potencialmente toxicos

La toxicidad de los EPT depende en gran medida de dos factores conocidos como
geodisponibilidad y biodisponibilidad que a su vez estan controlados tanto por la
guimica intrinseca de la sustancia, asi como por el medio receptor. La
geodisponibilidad es la cantidad de elementos que pueden ser liberados (de jales) y
transportados por erosion hidrica a otras zonas, generando dafios a los ecosistemas
(como dafio al ADN en raices de plantas); y la biodisponibilidad, es la fraccion de la
sustancia que puede ser absorbida por los seres vivos, y generalmente se asocia con
su solubilidad (Corrales y Martin, 2013; Saucedo, 2014).

La toxicidad individual de los EPT es variable en cada caso, pero la interaccion
con las biomoléculas se puede englobar de la siguiente manera: A) desplazamiento
de un nutriente ligado a una biomolécula por un ETP; B) dafio de un EPT a una
biomolécula que bloguea la participacion de esta en la bioquimica del organismo y C)
modificacion en la conformacién de la biomolécula que es critica para su
funcionamiento bioquimico (Saucedo, 2014). Algunos de los elementos

potencialmente toxicos se describen a continuacion.

Plomo

El Pb es un metal téxico presente de forma natural en la corteza terrestre en una

concentracion promedio de 15 mg/Kg. En sedimentos arcillosos, sedimentos
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calcareos y rocas igneas las concentraciones de Pb van de 14-40 mg/Kg, 3-10

mg/Kg y 10-25 mg/Kg, respectivamente (Kabata-Pendias, 2011). El Pb es uno de los
metales pesados mas abundantes en medios terrestres y acuaticos, a causa de
actividades humanas como la mineria, la fundicion, el uso de combustibles y
explosivos. La toxicidad del Pb causa sintomas similares a otros metales pesados,

tales como inhibicién del crecimiento y clorosis, entre otros (Furini, 2012).

Cadmio

Es un metal que se encuentra en la corteza terrestre en un promedio de 0.1 mg/Kg;
asociado con minerales de zinc, plomo y cobre (ATSDR, 2016c). El Cd y el Zn tienen
estructura iénica, electronegatividad y propiedades quimicas similares. Sin embargo,
el Cd tiene una fuerte afinidad para el S, y por lo tanto su movilidad en un ambiente
acido es mas alta que la del Zn. Durante los procesos de meteorizacién, el Cd forma
compuestos simples, tales como CdO, Cd (OH),, CdCl, y CdF, que son facilmente
moviles. El Cd es considerado como uno de los metales mas tdéxicos que muestran
efectos adversos en todos los procesos biolégicos de los seres humanos, animales y
plantas (Kabata-Pendias, 2011).

Cobre

El cobre se presenta en la corteza terrestre a concentraciones entre 25y 75 mg/Kg,
en promedio de 55 mg/kg; y tiene una fuerte afinidad por el S, por lo cual sus
principales minerales son calcopirita (CuFeS,), bornita (CusFeS,), calcosina (Cu,S) y
covelina (CuS). El contenido de Cu esta estrechamente asociado con la textura del
suelo y por lo general, se encuentra mas bajo en suelos arenosos (3-30 mg/Kg) y
mas alto en suelos arcillosos (7-140 mg/Kg) (Kabata-Pendias, 2011). El Cu es uno de
los metales menos mdviles en el suelo, aunque a menudo se encuentran grandes
cantidades en la solucion de los suelos (3-135 ug/L) (Bautista, 1999). El cobre es
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considerado perjudicial para el crecimiento o metabolismo de las células al exceder

la concentracion media en suelos (Rojas, 2011).

Mercurio

El Hg se ha conocido desde los tiempos prehistoricos, y durante mas de un siglo ha
sido conocido como un contaminante ambiental. Se presenta en la corteza en una
concentracion media de 0.07 mg/Kg. Se concentra mayormente en suelos arcillosos
(0.02-1.5 mg/Kg), y en menor medida en suelos arenosos (0.08-0.7 mg/Kg). Las
caracteristicas geoquimicas mas importantes del Hg son las siguientes: 1) afinidad
para formar enlaces fuertes con el S (por ejemplo el cinabrio); 2) formacion de
compuestos organomercuricos, que son relativamente estables en medios acuosos;
3) formacién de compuestos gaseosos y; 4) la volatilidad del Hg elemental (Kabata-
Pendias, 2011). La USEPA considera al Hg el elemento mas toxico, debido a que es

muy perjudicial aun en pequefias cantidades (Posada y Arroyave, 2006).

Arsénico

El As es un elemento natural de la corteza terrestre; ampliamente distribuido en todo
el ambiente (aire, agua y tierra) (WHO, 2012). El contenido medio de As en la corteza
terrestre se estima como 1.8 mg/Kg. Se encuentra abundantemente en sedimentos
arcillosos (1-23 mg/Kg), que en cualquier otra roca. Sus estados de oxidacion son
variables (As’, As®*). As®* son absorbidos preferentemente por sedimentos que otros
iones As. Hay muchos minerales con As, de los cuales cerca del 60% son arseniatos.
El As se combina con algunos metales como Fe, Pb y Cu. El valor medio de As en
los diferentes suelos se estima como 6.83 mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011). La
fitotoxicidad del As viene determinada por la forma quimica presente en el suelo. El
arsenito es mas fitotoxico que el arseniato debido a que es un analogo del fosfato, y
es altamente soluble, lo que ayuda a su rapida absorcion por las raices de las
plantas (Carbonell et al., 1995).
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Metales pesados como nutrientes esenciales

Los minerales encontrados en los organismos se consideran esenciales si son
necesarios para el crecimiento, reproduccion y salud, o no esenciales, si no tienen un

papel fisiolégico claro (Gonzalez et al., 2009).

Como se ha visto anteriormente hay ETP (Zn, Cd, As, Hg, Pb, Fe, Cu)
presentes en el ambiente ya sea de forma natural o “afiadidos” por medio de
actividades humanas. Algunos de estos elementos son considerados esenciales para
el crecimiento vegetal. Se define un elemento esencial como aquél cuya ausencia
impide a la planta completar su ciclo vital (Taiz y Zeiger, 2006). Los elementos
esenciales se clasifican normalmente en macronutrientes (N, K, Ca, Mg, P, B, Si) y
micronutrientes (Cl, Fe, B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Mo), los cuales son esenciales para el

metabolismo y estructura de las plantas (Furini, 2012).

Factores que influencian la biodisponibilidad de metales pesados en plantas

La absorcién de los metales por las plantas depende de su biodisponibilidad en el
suelo (Diez et al., 2002) y la tolerancia de la especie vegetal al elemento considerado
(Moreira, 2009). La biodisponibilidad de algin metal se define como la fraccion del
contenido total del metal en el suelo que puede ser absorbido por un receptor
(Shahid et al., 2012). Existen diversos factores que influencian la disponibilidad de
los metales a las plantas, entre los que se encuentran: materia organica, pH, arcilla y
conductividad eléctrica, entre otros (Rieuwerts et al., 1998; Reichman, 2002; Silveira
et al., 2003; Basta et al., 2005).

Materia organica (MO)

La materia organica del suelo es uno de los indicadores mas importantes de la
calidad del suelo. Influye en muchas de las propiedades del suelo, incluyendo el
suministro de nutrientes (N, P, S), la capacidad de intercambio catiénico, adsorcion
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de contaminantes, infiltracion y retencién del agua, estructura y color del suelo. La

MO se compone de células microbianas, acidos humicos, residuos animales y
vegetales en sus diferentes etapas de descomposicion, etc. (Sherameti y Varma,
2010).

La MO es un factor importante respecto a la acumulacion vy liberacion de
metales pesados debido a que tiene la capacidad de interactuar con iones metalicos,
oxidos, hidratos y minerales formando complejos que pueden ayudar a disolver,
movilizar y transportar metales en los suelos y que al ser liberados podrian entrar en
contacto directo con las raices de las plantas (Moreno et al., 2002; Bannon et al.,
2009; Collins y Finneganl, 2010).

pH

La biodisponibilidad de los ETP depende del pH del suelo. Cuando mas bajo sea
este, mayor sera la concentracion de metales en solucidén y por consiguiente estaran
mas disponibles para las plantas. La movilidad de los ETP est4 determinada
decisivamente por el pH del suelo, a pH acido aumenta la movilidad del Al, Zn, Mn,
Cu, Co, Fe, y a pH basico la de Mo y Se (Ruda et al., 2004).

Textura del suelo

La textura del suelo es la descripcion de un horizonte de suelo o tierra en términos
del tamafio de componentes minerales dominantes (Mauser y Prasch, 2006). Los
suelos se clasifican, en funcion al tamafio de particulas, en cuatro principales
componentes: arcilla (<0.002 mm), limo (0.002-0.05 mm), arena (0.05-2 mm) y grava
(>2 mm). Las cantidades relativas de cada tipo de particula mineral determinan la
textura de un suelo y tienen un impacto directo sobre sus propiedades fisicas,
guimicas y biolégicas (Volke et al., 2005).
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La textura del suelo interviene en la dinAmica de los metales, ya que la

formacion de macroporos puede causar una rapida infiltracion y redistribucion del
agua y de los solutos del suelo, modificando el pH y la capacidad de intercambio
catiénico y por consecuencia la disponibilidad de los metales (Mauser y Prasch,
2006). Saeki y colaboradores (1993) mencionan que existe un incremento general en
la concentracién de metales pesados de las fracciones gruesas a las finas, por lo
tanto, las arcillas contienen mayores cantidades de metales pesados. Por otro lado,
los suelos con textura fina o con horizonte con altos niveles de MO tienen una mayor
capacidad de adsorcion de metales que los suelos con textura arenosa a baja
cantidad de MO (Stahl y James, 1991)

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica es la capacidad de una solucion acuosa para conducir la
corriente eléctrica, generalmente se expresa en dS/m a 25°C (NOM-021-
SEMARNAT-2000). Es una propiedad de las soluciones que se encuentra muy
relacionada con el tipo y valencia de los iones presentes, sus concentraciones total y
relativa, su movilidad, la temperatura del liquido y su contenido de sélidos disueltos
(Fernandez et al., 2006). Todos los suelos fértiles contienen por lo menos pequefas
cantidades (<1.0 dS/m) de sales solubles. Cuando un suelo tiene un exceso de sales
solubles se le denomina suelo salino (4.1-8.0 dS/m) (NOM-021-SEMARNAT-2000).
Los suelos contaminados con metales pesados pueden generar alta CE, esto debido
a las interacciones de los metales con otros elementos como el oxigeno, calcio,
potasio, carbonatos (COs%), fosfatos (PO,), para formar sales como carbonato de
cadmio (CdCOg3), cloruro de cadmio (CdCl,) y sulfato de cadmio (CdSO,) (Bautista,
1999).

La quimica de los metales en el suelo es compleja. La forma habitual de
presentacion de los metales en el suelo es en forma cationica, tendiendo a

hidrolizarse rapidamente en las soluciones del suelo (Fergusson, 1990; Vazquez et
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al., 2001). La distribucién de los metales afiadidos a los suelos se puede resumir de

la siguiente manera: los metales que se incorporan en el suelo, podran distribuirse en
la fase solida o en la fase liquida. Los metales disponibles a las plantas y los
susceptibles a lixiviacion estan presentes siempre en la solucién del suelo, es decir,
en la fase liquida, ya sea como iones metalicos libres, como complejos y/o quelatos.
Cuando éstos son absorbidos por las plantas, o son lixiviados a las capas inferiores,
la solucién del suelo se requiebra restituyendo nuevamente estos metales de su fase
sélida. De modo que se establece un equilibrio constante entre ambas fases del

suelo.

Importancia ecoldgica de las plantas

Las plantas tienen un rol importante en los ecosistemas terrestres debido a que
proporcionan refugio y son un sitio de anidamiento para numerosos organismos,
igualmente participan de forma primordial en el reciclaje de nutrientes y en la
estabilizacion y/o fertilizacion de los suelos. También son las responsables de
transformar la energia solar en energia quimica, al tiempo que absorben diéxido de
carbono proveyendo alimento y oxigeno al resto de los organismos (Cuevas et al.,
2012). Otra importancia de las plantas, es que regulan el ciclo del agua, ayudan a
distribuir y purificar el agua del planeta; ayudan a mover el agua del suelo a la
atmoésfera a través de la transpiracion. Ademas de la importancia ecoldgica que
tienen las plantas en algunos estudios se han encontrado plantas con ciertas
caracteristicas para remediar sitios contaminados con PAHs y metales pesados
(Kvesitadze et al., 2006; Olguin et al., 2007; Marengo, 2008; Mendoza et al., 2008;
Delgadillo-L6pez et al., 2011).

De forma general, el dafio a las plantas por los contaminantes puede afectar
directamente a la estructura y la funcién de los ecosistemas, al reducir la produccion
primaria, incrementar el lavado y erosion del suelo y degradar el habitat de la vida

silvestre. Los efectos letales de los contaminantes sobre las plantas pueden significar
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pérdidas ecolbgicas y econdmicas muy importantes; incluso los efectos subletales

tienen un impacto significativo sobre la produccion de alimentos y el desarrollo de la
vegetacion natural, e implicaciones adversas para los organismos pertenecientes a

niveles superiores en la cadena alimenticia (Cuevas et al., 2012).

Efectos de ETP sobre algunas funciones biologicas en plantas.

Al igual que todos los organismos vivos, las plantas suelen ser sensibles tanto a la
deficiencia como al exceso de algunos elementos tanto toxicos (As, Pb, Cr) como
esenciales (Fe, Mo, B, Zn), los cuales son considerados como contaminantes del
suelo, debido a su amplia ocurrencia y efecto toxico agudo y cronico en plantas
(Nagajyoti et al., 2010). Una vez absorbido por la planta la interaccion de los ETP con
los diferentes compuestos de las células, puede ocasionar alteraciones en los
procesos metabodlicos normales a nivel celular/molecular por la inactivaciéon de
enzimas, el bloqueo funcional de grupos de moléculas metabdlicamente importantes,
desplazando o sustituyendo a los elementos esenciales y daflando las membranas
(Sherameti y Varma, 2010). Una de las consecuencias mas comunes de intoxicacion
por metales pesados es la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO),
debido a la interferencia con las actividades del transporte de electrones. Este
aumento de ERO expone a las células al estrés oxidativo que conduce a la
peroxidaciéon de lipidos, el deterioro de macromoléculas biolégicas, el
desmantelamiento de la membrana, fugas de iones y la escisién de la cadena de
ADN (Figura 7) (Zitka et al., 2013; Shahid et al., 2014).
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Figura 7. Estresores que conducen a la muerte celular en plantas. Elaborado con
informacion de: Sherameti y Varma, 2010; Zitka et al., 2013; Shahid et al., 2014

Las altas concentraciones de metales pesados han inducido en las plantas un
mecanismo de resistencia, los cuales son la evasion y tolerancia. 1) La evasion es la
capacidad de las plantas para prevenir una captacion excesiva del metal; esta puede
ser por medio de cambios en la capacidad de la pared celular para unir metales en
raices o bien por la alteracion en la composicion de la membrana celular para
prevenir la difusion pasiva de iones metélicos, también puede ser por el incremento
en la exudacion de sustancias quelantes de metales; y 2) la tolerancia, que es la
capacidad de las plantas a enfrentarse con los metales que se acumulan de manera
excesiva en su organismo, donde pueden asignar el exceso de metales a las hojas

viejas o restringir el transporte de raiz al tallo (Gonzalez, 2006).

A continuacion se presentan algunos efectos que presentan las plantas ante

un metal pesado.
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Efecto de las plantas ante la presencia de arsénico

La fitodisponibilidad del arsénico (As) se encuentra determinada por las
concentraciones, la forma quimica que se produce en el medio y la especie de la
planta. Las principales formas de As son el arsenito (As I, forma mas fitotoxica), y el
arseniato (As V), que son absorbidos facilmente por las plantas, debido a la textura y
fosfatos presentes en el suelo (Patra et al., 2004). El arseniato es un analogo del
fosfato (P) y ambos compiten para ser portadores de absorcion en la membrana
plasmatica de la raiz de las plantas (Meharg y Macnair, 1992). El arsénico inorganico
inhibe la actividad de la enzima y el arsénico trivalente inorganico reacciona con los
grupos sulfhidrilos de las proteinas que afectan a muchas enzimas que contienen
tales grupos; ademas reemplaza el fosforo en los grupos fosfato del ADN (Patra et
al., 2004). En vista de que existen un sin fin de reacciones en las plantas, las cuales
implican a grupos sulfhidrilos y fésforo, el arsenito y el arseniato pueden interferir en
procesos fisioldgicos y bioquimicos, los cuales podrian tener efectos adversos en las

plantas.

Efecto de las plantas ante la presencia de plomo

El plomo (Pb) es uno de los elementos téxicos mas distribuidos y abundantes en el
suelo. La absorcion del Pb por las raices se produce a través de la via apoplastica o
por medio de los canales de Ca**, que es controlada por su especiacion, el pH del
suelo, tamafio de las particulas del suelo, capacidad de intercambio catiénico, area
de la raiz superficial y la exudacion de la raiz (Pourrut et al., 2011a), ademas se ha
demostrado que sin quelantes, gran parte del Pb (casi el 95%) tiende a acumularse
en células de raiz, debido a factores como secuestracion en la vacuolas,
precipitacion, inmovilizacion o acumulacion en la membrana plasméatica (Shahid et
al., 2012).

El efecto antimitotico del Pb es uno de los efectos téxicos mejor conocidos en

plantas. En raices de Vicia faba se ha demostrado que se acorta la etapa mitética y
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se prolonga la interfase, extendiendo asi el ciclo celular (Qun y Xiao, 1995).

Asimismo, resultados de estudios in vitro han demostrado que el Pb crea roturas en
cadenas simples y dobles de ADN y con ello afecta a enlaces ADN-ADN y proteinas-
ADN (Rucinska et al., 2004; Gichner et al. 2008; Shahid et al. 2011; Pourrut et al.,
2011b; Arya et al.,, 2013). Adicionalmente se ha reportado que genera efectos
adversos en la morfologia (clorosis, engrosamiento radicular), en el crecimiento
(inhibicion en la germinacion de semillas, elongacion de las raices), en la fisiologia
(inhibicidon de actividad enzimética, estado hidrico, alteraciones en la permeabilidad
de la membrana, perturbacion en la nutricion mineral, estrés oxidativo, dafio al ADN)
y en los procesos fotosintéticos (Paivoke, 1983; Sharma y Dubey, 2005; Pourrut et
al., 2011a; Kumar et al.,, 2016). Las plantas poseen varias estrategias de defensa
para hacer frente a la toxicidad del Pb, tales estrategias incluyen el secuestro del Pb
en las vacuolas, union del Pb por fitoquelatinas, glutation y aminoacidos, y la sintesis
de osmolitos. Ademas, la activacion de diversos antioxidantes para combatir el

aumento de la producciéon de ERO (Pourrut et al., 2011a).

Efecto de las plantas ante la presencia de cobre

El cobre (Cu) es considerado como un micronutriente para las plantas y forma parte
COmMo grupo prostético de enzimas que participan en procesos fundamentales, tales
como el transporte de electrones en la fotosintesis y la respiracion (Demirevska-
kepova et al., 2004; Kasim, 2006). Otras enzimas que requieren del cobre son las
gue catalizan las reacciones de lignificacion de la pared celular y de la eliminacion de
las ERO, por ejemplo las plastocianinas, citocromo oxidasa, tirosina, D-galactosa
oxidasa, ascorbato oxidasa y superoxido dismutasa (Fernandes y Henriques, 1991;
Stadtman y Oliver 1991; Maksymiec, 1998). Las plantas realizan de forma normal sus
funciones a una concentracion de 5-30 mg de cobre por Kg de tejido en peso seco
(Pasternak et al., 2005; Groppa et al., 2008; Lequeux et al., 2010; Zhao et al., 2010).
Niveles superiores de cobre son considerados téxicos, ya que afectan el crecimiento

y la fotosintesis. En las raices, la inhibicion del crecimiento por el cobre pude ser
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resultado de una reduccién en el proceso de divisién celular y el dafio estructural o la

muerte de las células del meristemo apical (Jiang et al., 2001; Liu et al., 2009),
ocasionando una disminucion del diametro de raices y tallos (Pasternak et al., 2005;
Kasim, 2006). La inhibicion del crecimiento de la raiz principal, generalmente va
acompafada de una reduccién de la zona de elongacién y de un incremento en la
formacion de raices laterales o de pelos radicales que se desarrollan lejos del
meristemo apical. Este re-arreglo en la morfologia de las raices involucra cambios en
la distribucién de auxinas y citocininas, y en el metabolismo de ERO (Pasternak et
al., 2005; Lequeux et al., 2010).

Algunas plantas como Arabidopsis thaliana exudan acidos organicos como el
citrato en respuesta al estrés por cobre (Murphy et al., 1999), que a su vez pueden
formar complejos con el metal o cambiar el pH de la rizésfera y alterar la absorcion
del cobre (Lépez-Bucio et al., 2000). Cuando las concentraciones internas de cobre
son altas (>20 mg/Kg), hay plantas que no translocan el metal a la parte aérea
(Russo et al., 2008; Kabata-Pendias, 2011). En otras plantas, el exceso de cobre es
almacenado en las vacuolas de las hojas como mecanismo de tolerancia (Boojar y
Goodarzi, 2007; Ke et al., 2007). La unién del cobre a otras moléculas (quelacion) es
una forma de mantener el metal en una baja concentracion en el citosol. Los ligandos
de alta afinidad por cobre son acidos organicos (malico, citrico, oxalico), aminoacidos
(prolina, histidina, asparagina y cisteina), péptidos (glutatibn y fitoquelatinas) y
metalotioneinas (Hall, 2002; Sharma y Dietz, 2006).

Efecto de las plantas ante la presencia de zinc

El Zinc (Zn) es un micronutriente esencial que afecta a varios procesos metabdlicos
de las plantas, como la fotosintesis, la regulacion y sintesis de proteinas, el
mantenimiento de la integridad de la membrana de la raiz; asi mismo, interviene en
el crecimiento y la fisiologia de la planta. Una de las funciones importantes del zinc
es la regulacion de la expresion de genes al formar parte de factores de
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transcripcion, particularmente en los dominios de las proteinas conocidos como

dedos de zinc; varias de estas proteinas han sido implicadas en la regulacion de
procesos biologicos importantes como desarrollo de la flor, morfogénesis regulada
por la luz y respuestas a patégenos (Cafias et al., 2012). Las concentraciones de Zn
que se encuentra en suelos contaminados con frecuencia superan a las requeridas
como nutrientes (20 mg/Kg de peso seco) (Ebbs y Kochian 1997; Fontes y Cox 1998;
Casierra-Posada y Poveda, 2005).

Bioensayos en plantas

Los bioensayos son pruebas en las que se usan organismos vivos para detectar o
medir la presencia y efectos de una o mas substancias téxicas, asi como determinar
el limite de tolerancia de dichas substancias con respecto a los organismos
(DGECyYTM, 2009).

El uso de organismos en condiciones controladas in vivo e in vitro ofrece
multiples ventajas en estudios de toxicologia y en especifico en el area de la
toxicologia genética (Gaytan, 2006). Entre mas de 200 ensayos biolégicos conocidos
en la literatura (Ma, 1999), los bioensayos de plantas son en general mas sensibles
gue la mayoria de los otros sistemas para el diagnostico ecotoxicolégico de
contaminantes en el medio ambiente (Saghirzadeh et al., 2008; Dhawan et al., 2009;
Yildiz et al., 2009; Bandyopadhyay y Mukherjee, 2011; Pentreath et al., 2015). El
Programa de Toxicologia Genética (Gene-Tox) de la USEPA ha revisado 26 grandes
sistemas biologicos desde los afios 70s, en donde se demostro que las plantas son
Gnicas por su capacidad de servir como monitores in situ para contaminantes
genotoxicos, presentes en el ambiente que existen ya sea en forma individual o
complejo. Los principales sistemas de plantas incluidas en el programa de Gene-Tox
fueron Arabidopsis thaliana, Allium cepa, Vicia faba, Hordeum vulgaris, Zea mays,
Tradescantia y Glycine max (Ma, 1999). Estos sistemas en plantas se utilizan como

parte de la evaluacion del riesgo ecolégico de productos agricolas y productos
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guimicos industriales, residuos sélidos, aditivos alimentarios, metales pesados, entre

otros; ademas en suelos y agua contaminada (Bandyopadhyay y Mukherjee, 2011;
Morais y Marin-Morales, 2009). A ciertas concentraciones (por ejemplo el Cd, Hg, Pb
a concentraciones de 0.005-0.0005 mol/L) estas sustancias tienen un efecto
mutagénico en los organismos, lo que provoca diversos grados de dafio en el
material genético (Cheng, 2003; Firbas, 2011). Por ejemplo, los metales son
conocidos por interferir en el funcionamiento fisioldgico y bioquimico de la membrana
celular de la planta que resulta en alteraciones en su composicion, rigidez, fluidez,
flujo de agua y nutrientes, reduccion en el crecimiento del tejido y biomasa,
perturbacion del ciclo celular y division celular, asi como una reduccion en el
contenido de clorofila y perturbacién del proceso de fotosintesis incluyendo el estrés
oxidativo (Geremias et al., 2012). Diversos contaminantes pueden estar presentes en
frutas y verduras, representando un riesgo para la salud humana, es por ello que, es
de suma importancia detectar las zonas en donde estén presentes los contaminantes

genotoxicos.

Los bioensayos en plantas como Vicia faba, Allium cepa, Nicotiana tabacum,
Calamagrostis epigejos, Impatiens balsamina, Arabidopsis thaliana y la Hordeum
vulgare (Saghirzadeh et al., 2008; Morais y Marin-Morales, 2009), son bioindicadores
eficaces para la deteccion quimica, el monitoreo in situ e in vitro de genotoxicidad de
contaminantes ambientales (Bagatini et al., 2009; Morais y Marin-Morales, 2009;
Geremias et al., 2012; Turkoglu, 2012), son rutinariamente utilizados debido a su
sensibilidad, mayor porcentaje de dividir células, tamafio uniforme de los
cromosomas, de facil cultivo en el laboratorio (Setha et al., 2008), reducido tiempo de
germinacion, disponibilidad, requisitos minimos de instalacion (Bandyopadhyay y
Mukherjee, 2011), y ademas, tiene una buena correlacion con los sistemas de
prueba de mamiferos (Yildiz et al., 2009; Setha et al., 2008; Morais y Marin-Morales,
20009).
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Vicia faba

Vicia faba (Figura 8) ha sido utilizada como una planta de prueba, ya que tiene un
mayor numero de células en division, los cromosomas tienen un buen tamafio para
realizar los estudios citoldgicos y/o genéticos, se distinguen con claridad a un
aumento de 40X en su andlisis al microscopio, es muy sensible, facil de conservar y
manejar (Zhong et al., 2001; Prieto et al., 2006; Song et al., 2009; Dhyevre et al.,
2014). En el Cuadro 3 se presentan algunos estudios realizados en Vicia faba, en
donde se pueden observar la diferencia de contaminantes estudiados y las diversas
técnicas utilizadas para comprobar dafios genotdxicos y/o citotoxicos.

Figura 8. Semillas y plantula de haba (Vicia faba).Figura propia.
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Estresor Biomarcador Tipo de Resultados Referencia
célula
Cd EA, MN, EC Raiz, hoja Efectos Arya y Mukherjee,
citotoxicos y 2014
genotoxicos
Suelos EC Raiz Efectos Juarez-Santacruz
agricolas genotoxicos et al., 2015
Cr VI EA, EC Raiz Efectos Kaur et al., 2014
citotoxicos y
genotoxicos
Cd EA, EC Raiz, hoja Efectos Lin et al., 2007
citotoxicos y
genotoxicos
Liquido EA, EC Hoja Efectos Liu et al., 2016
ionico citotoxicos y
genotoxicos
Pb MN, EC Raiz Efectos Pourrut et al.,
genotoxicos 2011b
MMS, EMS, EC Raiz Efectos Koopen 'y
MMC, CH, genotoxicos  Verschaeve, 1996

CdC'z, KQCTOZ

EA: Enzimas antioxidantes, MN: Micronucleos, EC: Ensayo cometa, MMS: metil metanosulfonato, EMS:
etil metasulfonato, MMC: mitomicina C, CH: cicloheximida, CdCl,: Cloruro de cadmio, K>CrOa:
dicromato de potasio

Biomarcadores de genotoxicidad

Ma (1999) describe a las plantas superiores como organismos sensibles para la
deteccion de los efectos mutagénicos y genotoxicos de contaminantes en el
ambiente. A pesar de ser ecol6gicamente pertinentes para la evaluacion de la
toxicidad del suelo, las plantas no son los organismos mas utilizados en las pruebas

de genotoxicidad, debido a que no se le da la importancia que deberian de tener.

La genotoxicidad, se define como la toxicidad para el genoma, es decir, todo
cambio que signifique una alteracion de la estructura habitual de la doble hélice.
Dichos cambios se pueden dividir en dos clases: 1) los cambios de una sola base,
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gue no alteran la estructura global del ADN, sino solo su secuencia dando como

consecuencia la aparicion de cambios en la secuencia del ADN de futuras
generaciones; y 2) las distorsiones estructurales que pueden constituir un
impedimento fisico para la replicacion o la transcripcion. Las incisiones en una
cadena o la pérdida de una base pueden hacer que una cadena no sea un molde
adecuado para la sintesis de ADN o ARN (Lewin, 1996; INE, 2012).

Para la evaluacion de la genotoxicidad en plantas se han desarrollado
diferentes marcadores bioldgicos o biomarcadores, como la prueba de micronudcleos,
indice mitdtico y el ensayo cometa, los cuales se han aplicado a diferentes sistemas

de plantas, entre ellos Vicia faba.

Los biomarcadores pueden ser definidos como cambios medibles a nivel
bioguimico, fisiolégico o morfoldgico que se asocian con la exposicién a un téxico. En
general, se consideran como biomarcadores a los fluidos corpéreos, las células, los
tejidos que indican en términos bioquimicos o celulares la presencia de un
contaminante, que presentan respuestas 0 alteraciones bioquimicas rapidas y
sensibles. Asi como las respuestas fisiolégicas y de comportamiento de los
organismos expuestos (Diaz et al., 2004; Vazquez et al., 2005).

Los biomarcadores se utilizan fundamentalmente para: a) detectar una
exposicién; b) determinar las consecuencias biolégicas de la exposicion; c¢) detectar
los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico; d) identificar a los
individuos sensibles de una poblacion y e) fundamentar la decision de intervenir,

tanto a nivel individual como ambiental (Diaz et al., 2004).

Se utilizan biomarcadores en estudios tanto in vitro como in vivo que pueden
incluir a seres humanos. Se clasifican por lo general en tres tipos: de exposicion, de

efecto y de susceptibilidad (Grandjean et al., 1994).
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e Los biomarcadores de exposicion, corresponden a cualquier alteracién

biolégica medible que evidencie la exposicion de los organismos a un
contaminante. Indican que el téxico ha entrado al organismo, proporcionan
informacion cuantitativa sobre la exposicion y corroboran el ingreso de
toxicos al organismo. Igualmente pueden ser concentracion de los
xenobibticos y sus metabolitos en los medios biolégicos (Diaz et al., 2004;
Repetto, 1997).

e Los biomarcadores de susceptibilidad, definen la capacidad del organismo,
inherente o adquirida, para adaptarse a las consecuencias derivadas de la
exposicion a xenobidticos o grupos de compuestos téxicos (Olea et al.,
2002). Los marcadores de susceptibilidad se utilizan para identificar a los
individuos mas susceptibles a dafios en una poblacion (Repetto, 1997;
Diaz et al., 2004).

e Los biomarcadores de efecto, se definen en términos de la alteracion
hormonal, bioquimica o fisiolégica cuantificable, con respecto a los niveles
naturales, y que, segun su magnitud, produzcan un efecto adverso o un
signo de enfermedad (Argemi et al., 2005); es decir, los biomarcadores de
efecto serdn aquellos que evidencian un efecto téxico asociado con la
exposicién del organismo a un contaminante e indican que el toxico ya ha
producido dafios en el organismo (Repetto, 1997; Diaz et al.,, 2004). Un
ejemplo es la peroxidacion de lipidos o el dafio al ADN, este ultimo se

puede cuantificar por medio de la técnica llamada ensayo cometa.

Ensayo cometa

El ensayo cometa o también conocido como electroforesis de geles de células
individualizadas, es un biomarcador rapido, simple, visual y sensible (Kumaravel et
al., 2007), que consiste en cuantificar el dafio inducido en el ADN de células que son
embebidas en agarosa, lisadas y posteriormente sometidas a una electroforesis en

pH alcalino, para asi lograr que los fragmentos de cromosomas se dirijan hacia el
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anodo y se revelen como la cola de un cometa que pueden ser sitios apurinicos,

roturas de cadena simple (SSB, por sus siglas en inglés) y roturas de doble cadena
(DSB, por sus siglas en inglés), que se visualiza luego de tefiir con un colorante
fluorescente (Tice et al., 2000, Abele et al., 2011).

La deteccion de la migracion del ADN dafiado depende de varios parametros,
tales como: la concentracion de la matriz de agarosa, el pH, la temperatura y
duracion del desenrollamiento, voltaje, amperaje y duraciéon de la electroforesis (Tice
et al., 2000). El ensayo ha sido modificado en las etapas clave (lisis, electroforesis,
voltajes, amperajes, etc.) para su adecuacion para la evaluaciéon de diversos tipos de
dafios en diferentes células (Dhawan et al.,, 2009). Variando el pH durante la
electroforesis y la lisis, se puede detectar los diferentes tipos de rupturas de las
cadenas. Cuando las células se lisan y se someten a electroforesis en condiciones
neutras soélo rupturas de cadena doble se detectan. Bajo condiciones de pH 12.3
rupturas de cadena doble y sencilla se detectan mientras que bajo condiciones de

pH>13 las SSB, DSB vy lesiones alcali labiles son detectadas (Lee y Steinert, 2003).

El ensayo cometa ha revolucionado el &rea de la toxicologia ambiental
mediante la evaluacion del dafio, de su reparacién y de la muerte celular, en
diferentes especies (Figura 9), sin necesidad de conocer previamente el cariotipo de
las mismas. Se pueden evaluar plantas y/o animales que han crecido de forma
natural en ambientes contaminados o en laboratorio y que han sido expuestos a
agentes potencialmente genotoxicos durante distintos periodos de tiempo. El ensayo
cometa ha sido utilizado en bacterias hasta el ser humano, para realizar estudios que
van desde la toxicologia ambiental hasta la epidemiologia molecular, siendo en el
biomonitoreo de poblaciones humanas donde el ensayo cometa ha sido mayormente

aplicado en los ultimos afios (Zufiga, 2009).
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Figura 9. Aplicacion del ensayo cometa para la evaluacion del dafio en el ADN en
distintos modelos de especies. Fuente: Dhawan et al., 2009

Aplicaciones del ensayo cometa
El ensayo cometa ha ganado amplia aceptacion como una herramienta esencial para
la evaluacion de genotoxicidad y estudios de biomonitoreo, debido a la sensibilidad
para detectar bajos niveles de dafio en el ADN, su aplicacion facil y rapida, la
flexibilidad y bajo costo en su aplicacion (Gonzalez et al., 2010). Entre las
aplicaciones que tiene el ensayo al realizar evaluaciones de dafio al ADN, estén:
e Estudios en poblacion humana: biomonitoreo, estudios nutricionales,
diagnésticos (cancer, diabetes), mujeres expuestas al humo de la lefia (Collins
y Horvathova, 2001; Sardas et al., 2001; Pitozzi et al., 2003; Collins, 2004;
Herrera et al., 2009)
e Radiobiologia (Olive, 1999)
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Monitoreo acudtico (Lee y Steinert, 2003; Sotil et al., 2007; Simoniello et al.,

2009)

Hibridacion fluorescente in situ en cometas para la identificacion de
secuencias de ADN dafiado y reparado en las células individuales (McKelvey
et al., 1998)

Prueba de genotoxicidad de contaminantes (Collins, 2004; Moller, 2005)
Eco-genotoxicologia (Jha, 2008)

Riesgo y beneficios en el consumo de plantas medicinales (Carballo et al.,
2005)

Evaluacion del potencial de fitorremediacion de algunas plantas (Rodriguez et
al., 2015).

Evaluacion de la genotoxicidad de algunos metales como Cd, Pb y Cr
hexavalente en raiz y hoja de plantas (Arya y Mukherjee, 2014, Kaur et al.,
2014, Lin et al., 2007, Pourrut et al., 2011b).
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MATERIALES Y METODOS.

Identificacion de los sitios de muestreo.

Los sitios estudiados se encuentran en el estado de San Luis Potosi, México, en la
region Altiplano Potosino. En la cual se encuentran ocho de 14 distritos mineros
(Sanchez-Crispin et al. 1994).

Los sitios estudiados (Figura 10) fueron: 1) el Cerro de San Pedro localizado a
22°12'58" de latitud Norte y 100°47'59" de longitud Oeste. Este sitio ha sido
explotado desde finales del siglo XVI y todavia sigue siendo explotado, dejando
expuestos los desechos generados (Martinez et al., 2010; SNIM, 2010). 2) Charcas
con coordenadas 23°07'47" de latitud Norte, 101°06'48" de longitud Oeste. En este
distrito se explotan minerales como Au, Ag, Zn y Cu. El descubrimiento del mineral
de Charcas fue hecho en 1563 y a la mina principal se le impuso el nombre de San
Cristébal (INAFED, 2010; SNIM, 2010). 3) Cedral se encuentra localizado a 23°49'10"
de latitud Norte y 100°43'35" de longitud Oeste. En la comunidad se ubicaron
haciendas de beneficio que procesaban el mineral que procedia de las minas de
Real de Catorce, utilizando el método de patio (amalgamacién con mercurio). Como
desechos de este método, se generaron los jales de Jesus Maria y el Caballo,
localizados dentro de la zona urbana de Cedral desde hace aproximadamente 300
afos (Flores-Ramirez et al., 2012; SNIM, 2010). 4) Villa de la Paz con coordenadas
de 23°40'31" de latitud Norte y 100°42'47" de longitud Oeste. Este distrito ha estado
funcionando por mas de 200 afios, teniendo actualmente actividad de extraccion y
beneficio de minerales a partir de los yacimientos localizados en la llamada Sierra del
Fraile, siendo uno de los principales distritos mineros activos del estado de San Luis
Potosi (Fernandez et al., 1986; Razo et al., 2004; SNIM, 2010).
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Figura 10. Localizacion de los sitios de muestreo. Fuente: Martinez-Toledo, 2016.

Dentro de los sitios de estudio se seleccionaron sitios de referencia que se
ubicaron de 10 a 15 km del sitio impactado. Para ubicar los sitios de referencia se
tomaron en cuenta los siguientes criterios: que tuvieran caracteristicas similares al
sitio que se va a evaluar, excepto la presencia de contaminantes, se considero el
gradiente de contaminacion en relacion a la fuente de emision del contaminante y por

ultimo que se encontrara lo mas cercano al sitio de estudio.

Recoleccion de muestras de suelo.

La recoleccion de muestras de suelo se llevd a cabo de acuerdo a la norma
mexicana NMX-AA-132-SCFI-2006 en los meses de febrero y marzo del afo 2014.
Para ello primero se realiz6 un reconocimiento del area de muestreo y después se
procedié a obtener las muestras. En cada sitio, se realizé un trayecto de 200 m en el
gue cada 20 m se tomd una muestra compuesta, para ello en cada punto se limpio la
superficie del suelo (descartando la cobertura vegetal) y se marcé un cuadrado de 1
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m?, y se tomaron cinco submuestras (una en cada vértice del cuadrado y una central)

de 10 cm?® para formar una muestra compuesta superficial. Una vez tomada la
muestra se prosiguio a cribar con ayuda de un tamiz de 2 mm y posteriormente se
colocaron en bolsas plasticas debidamente etiquetadas y se almacenaron en hieleras
para su traslado al laboratorio (Figura 11) y posterior analisis. El total de muestras

compuestas fue de 10 en cada sitio contaminado y 10 en los sitios de referencia.

Reconocimiento del area de muestreo - . | Recoleccién de muestras
e ® ARG <

Cribado de muestras > Almacenamiento de muestras

Figura 11. Recoleccién de muestras de suelo.

Cuantificacién de metales y metaloides (As, B) en muestras de suelo

Para la cuantificacion de cada EPT (Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb, Fe, Co, Mo, B,
As) se utilizé un espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente

cuadrupolo (ICP-MS) marca Thermo Fisher, Modelo X Series 2.
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Analisis de parametros fisicoquimicos en muestras de suelo

La materia organica en suelo fue obtenida usando el método de digestion humeda de
acuerdo a Metson et al., 1979 y Combs y Nathan 2010. El pH y la conductividad
eléctrica de suelo fue determinada a través de la medicién del método en agua en
una relacion 1:2 y 1:5 (suelo:agua) con la ayuda de un potenciémetro (Hanna Hl
2216), de acuerdo con Jones, 2001. Para cuantificar el contenido de arcilla en suelo
se procedié con el método AS-09, de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-021-
SEMARNAT-2000.

Estandarizacion del ensayo cometa en células de raiz de haba (Vicia faba)

Para realizar la estandarizacion de la técnica ensayo cometa, primeramente se
probaron diferentes cortes en la raiz de haba, los cuales fueron en rodaja, cuadritos y
macerado, esto se realizé para poder observar un mayor nimero de células intactas.
Una vez estandarizados los cortes se probaron diferentes tiempos de
desenrollamiento y electroforesis a diferentes voltios y amperajes (12, 15, 20, 25V y
200, 250, 300 mA) (Lin et al., 2005; Valencia-Quintana et al., 2012; Arya et al., 2013;
Kaur et al., 2014; Liu et al., 2015; Juarez-Santacruz et al., 2015; Pourrut et al., 2015).
Ademas, se probaron diferentes concentraciones de agarosa regular (0.5%, 0.8 % y
1%) y agarosa bajo punto de fusion (0.5%, 0.8 % y 1%) para Vicia faba de acuerdo a
Liu y colaboradores (2016) (Figura 12). Una vez estandarizada la técnica ensayo
cometa, se llevé a cabo controles de calidad utilizando como agente genotoéxico el
arsenito de sodio (AsNaO,) a diferentes concentraciones (0, 1, 10, 100 mg/L de
AsNaQ,). Estos tratamientos se realizaron con la finalidad de generar dafio al ADN
en las células meristematicas de raices de V. faba y asi evaluar la sensibilidad y

factibilidad del ensayo cometa.
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Figura 12. Estandarizacion de la técnica ensayo cometa para células de raiz de Vicia
faba.

Evaluacion de genotoxicidad de suelos y residuos mineros en raices de Vicia
faba.

Una vez realizada la estandarizacion del ensayo cometa en las células de raiz de

haba, se procedio a evaluar la genotoxicidad de las muestras de los sitios.

Germinacion de semillas de haba

Se seleccionaron 300 semillas de haba (Vicia faba), las cuales se sometieron a un
proceso de lavado con abundante agua, posteriormente se colocaron en un vaso de
precipitado de 2000 mL con agua desionizada durante 24 horas para su imbibicion,
transcurrido el tiempo se volvieron a lavar con agua desionizada. En una charola de
plastico se coloc6 una capa de algodon y se humedecié con ayuda de un atomizador
con agua desionizada, posteriormente se ordenaron las semillas de haba sobre el
algodén hamedo, al término se colocé otra capa de algodon hiumedo y se colocé la
charola en una camara para crecimiento de plantas (Allen-Bradley, Pico 1760-
L12AWA) a 23 + 2 °C en oscuridad durante 4 dias, tiempo en el cual se llevo a cabo
la germinacioén (Figura 13).
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En oscuridad pors a 3 tZC

Figura 13. Proceso de lavado y germinacién de semillas de haba (Vicia faba).

Preparacion de elutriados

Para cada muestra recolectada se realizé la preparacion de extractos acuosos de la
siguiente manera: Se colocaron 25 g del suelo contaminado o de referencia en tubos
de polipropileno de 50 ml, el cual se asentdé al fondo del recipiente (golpeando
ligeramente la base del tubo sobre una superficie plana). Después se vertieron 25 ml
de agua desionizada en cada uno de los tubos con suelo para tener una relacion 1:1
(una parte de suelo por una de agua) y se agitaron vigorosamente con el fin de
mezclar homogéneamente el suelo con el agua. Posteriormente, se colocaron los
tubos en una parrilla de agitacion a 250 rpm por 60 minutos. Al término, se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min, para separar el suelo del elutriado.
Después de este tiempo, se vertid el elutriado en cajas Petri previamente etiquetadas

para proseguir con la exposicion de las raices de haba (Figura 14).
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Figura 14. Preparacion de muestras de suelo para elutriados. A) Pesado de
muestras de suelo de referencia y contaminado con metales pesados; B) Medicion
de agua desionizada (25 ml); C) Vaciado del agua desionizada al tubo con muestras
de suelo; D) Agitacion de las muestras (1h-250 rpm); E) Centrifugacion de las
muestras a 3000 rpm por 10 min; F) Obtencién del elutriado

Exposicion de raices de haba a elutriados.

La exposicion a raices de Vicia faba se realiz6 en las cajas Petri con los elutriados,
en ellas se colocaron 10 semillas germinadas de haba, cuidando que los meristemos
de la raiz queden en contacto con el elutriado de la muestra. Las cajas Petri con los
elutriados y semillas se colocaron en una camara para crecimiento de plantas
durante 48 horas a 23 + 2 °C en oscuridad. Al mismo tiempo se colocaron un testigo
negativo (agua desionizada y 10 semillas germinadas) en las mismas condiciones

gue el suelo problema (Figura 15).
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Figura 15. Exposicion de raices de haba a Elutriados. A) Obtencion de elutriados; B)
Exposicion por contacto directo de raices de V. faba a elutriados. C) Raices
expuestas a agua desionizada (testigo negativo); D) Exposicién de semillas de haba
(V. faba) a elutriados (48h, 23 °C, en oscuridad).

Ensayo cometa en raices de Vicia faba

Una vez que transcurrié el tiempo de exposicion, las raices de Vicia faba se limpiaron
con agua desionizada y se procedio al aislamiento de nucleos. Para ello, en una
bandeja con hielo se coloco una caja Petri de 60 mm a la cual se le agregd 400 pL de
solucion buffer PBS, pH 7.4 (Anexo |) y se prosiguié a cortar cuidadosamente las
raices de las habas expuestas dentro de la solucién buffer. Una vez realizados los
cortes, se transfiere la solucidén nuclear, es decir, la solucion en donde se realizaron
los cortes de las raices, a tubos Eppendorf debidamente etiquetados que se
mantuvieron en hielo. Posteriormente en un tubo nuevo de Eppendorf se agregaron
100 puL de agarosa de bajo punto de fusién al 1% (Anexo II) y 100 pL de la
suspension nuclear y se mezclaron en un agitador tipo vortex por tres segundos; 75
ML de ésta mezcla se coloco en una cama de electroforesis (Anexo |) y se cubrié con
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un cubreobjetos cuidando de no formar burbujas. Las laminillas se colocaron en una

charola de aluminio en refrigeracion por 10 minutos. Transcurrido el tiempo, se retird
de forma delicada el cubreobjetos de la laminilla y se le agregé 75 pL de agarosa
bajo punto de fusion al 0.5% (Anexo |). Se coloc6 un nuevo cubreobjeto y se llevaron
a refrigeracion por 10 minutos mas. Se realizaron un total de dos laminillas por

tratamiento.

Transcurrido el tiempo de refrigeracion, se retir6 de forma cuidadosa el
cubreobjetos y se acomodaron las laminillas en la camara de electroforesis (la cual
se mantuvo sobre una charola de metal con hielo alrededor para mantener el sistema
a 4°C). Las laminillas se colocaron de forma horizontal en la camara de
electroforesis, se agrego la solucion amortiguadora de electroforesis pH >13 (Anexo
), recién preparada y previamente enfriada a 4°C, asegurandose de que las
laminillas quedaran cubiertas y sin burbujas por debajo. Se dejaron de esta forma
durante 10 min con el fin de permitir el desenrollamiento del ADN. Transcurrido el
tiempo, se procedio a encender la fuente de poder con los parametros configurados
(25 V, 300 mA y 10 min) previamente. Una vez finalizado el tiempo de la
electroforesis se sacaron las laminillas con pinzas, se secaron por debajo y se
colocaron en la charola de lavados. Los lavados consistieron en agregar una solucion
de Tris-HCI 0.4 M (Anexo I), que se dejo reposar por 5 min y se repitio el lavado. Se
escurrieron y se les agreg6 etanol anhidro, dejandolas reposar durante 5 min y se
repitié el lavado con etanol. Finalmente, las laminillas se escurrieron y se colocaron
en un vaso Coplin con etanol anhidro por otros 5 min. Se secaron por debajo con
papel absorbente, se dejaron secar para ser guardadas en una caja porta-laminillas
hasta su lectura. Todo el trabajo del ensayo cometa se realizO en completa
oscuridad, solo con la ayuda de una lampara de luz amarilla, esto con la finalidad de

no dafar el ADN con la luz (Figura 16).

Para llevar a cabo la observacion al microscopio, se le colocé 25 pL de la

solucion de trabajo de bromuro de etidio (Anexo 1) a una laminilla y se le coloco un
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cubreobjetos. Se toma la laminilla y se coloca en el microscopio. Con el objetivo de

20X se enfoca y se procede a la lectura con la técnica zig-zag, con ayuda del
software Komet v 4.0. En cada laminilla se contabilizaron 38 células (76 en total para
cada muestra). Los pardmetros considerados para la evaluacién del dafio al ADN
fueron Olive Tail Moment (OTM) y Tail Lenght (TL).
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Figura 16. Técnica ensayo cometa en células de raiz de haba.
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Analisis estadistico

Se evaluo el control de calidad de la técnica ensayo cometa, tomando en cuenta los
parametros OTM (Olive Tail Moment, por sus siglas en inglés) y TL (Tail Length, por
sus siglas en inglés), a través de tratamientos con AsNaO, a diferentes
concentraciones (0, 1, 10, 100 mg/L) en células de raiz de haba (Vicia faba),

realizando un analisis de varianza (ANOVA) de una via, con una p de 0.05.

Se determinaron indices utilizando las concentraciones de metales. Para el
indice de contaminacion metélica (MPI, por sus siglas en inglés) se utilizo la formula
propuesta por Usero et al., 1996:

MPI = (M1 * M2 x M3 ... Mn)'/®

Donde:
My: es la concentracién del metal expresado en mg/Kg
n: es el numero total de metales

El valor critico del IMP es de 100 (Ojekunle et al., 2016).

Y para el indice de riesgo ecoldgico [Mean Soil Quality Guideline Quotient
Index, (SQGQI), por sus siglas en inglés] se utilizé la férmula propuesta por Long y
MacDonald (1998):

contaminante
PEL

PEL —Q =

Donde:
PEL-Q: es el cociente del nivel de efecto probable
PEL: es el nivel de efecto probable para cada contaminante (concentracién a
partir del cual los efectos adversos ocurren frecuentemente)
n L PEL — Qi

SQGQI =

Para el presente estudio, el PEL fue tomado de la Agencia de Proteccion
Ambiental (Eco-SSL) para el nivel de efecto probable de metales pesados en plantas
(NOAA, 2016). Efectos bioldgicos adversos observados: SQGQI < 0.1 bajo potencial
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0.1 < SQGQI < 1 potencial de impacto moderado. SQGQI > 1 potencial de impacto

alto.

Con el resto de los datos obtenidos (Parametros fisicoquimicos,
concentraciones de metales, indice de contaminacion, indice de riesgo ecoldgico,
dafo al ADN) se utilizaron las pruebas de U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Los

datos fueron reportados como mediana y rango intercuartil.

Posteriormente para asociar las relaciones entre el efecto (dafio al ADN) y las
variables (concentraciones de los elementos y parametros fisicoquimicos) se realizo
un Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), para
encontrar los componentes que explican la variaciéon dentro de los datos. Se realizd
un coeficiente de correlacion de Pearson con los huevos componentes para observar

la relacion que hay entre estos y el efecto causado.

Los andlisis anteriores se realizaron con los programas Statistica version 10,
Primer 6+&Permanova y GraphPad Prism 6. Las significancias estadisticas fueron

determinadas usando el 95% de confianza.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los metales pesados se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos
se pueden convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera
mediante actividades humanas (INECC, 2009). Los efectos en la biota dependeran
del metal, su biodisponibilidad y el tiempo de exposicion (Mejia et al., 1999; Freitas et
al., 2004).

Las plantas tienen un rol importante en los ecosistemas terrestres debido a
gue son la base de la productividad. El dafio por los contaminantes puede afectar
directamente su estructura y su funcion en los ecosistemas (Cuevas et al., 2012).

En el presente trabajo se analizaron las propiedades fisicoquimicas, las
concentraciones de metales, los indices de riesgo y contaminacion de suelos y

residuos mineros y el dafio al ADN en células de raiz de haba expuestas a éstos.

Anélisis de Propiedades fisicoquimicas de suelos y residuos mineros

El suelo es un sistema dinAmico que interactia con el aire, plantas, aguas
superficiales y subterraneas; y se caracteriza por las propiedades fisicas, quimicas
y/o biolégicas que contiene (Volke et al., 2005). Las propiedades fisicoquimicas
pueden darnos un indicio de los procesos que ocurren en los suelos, como por

ejemplo la biodisponibilidad y/o movilidad de contaminantes (Reyes y Barreto, 2010).

En el Cuadro 4 se observan los datos obtenidos de MO, pH, fraccion arcilla y
conductividad eléctrica, mostrando diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios

impactados y de referencia.
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Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos de suelos y residuos mineros del estado de San Luis Potosi, México.

Cerro de San Pedro Charcas Cedral Villa de la Paz
Pardmetro
Fisicoquimico Referencia  Impactado Referencia  Impactado  Referencia  Impactado Referencia  Impactado
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
b b *
Materia 3.6* 1.6% 4.7* 2.7 3.8 0.5% 3.9* 1.8%
organica (%) (2.4-4.2) (1.5-2) (4.5-4.8) (2.3-2.8) (3.3-4) (0.4-0.7) (3.3-5.2) (1.3-2)
8.3 4.1% 8.5 7.4%° 8.6* 8° 8.4* 7.7°
pH
8.2-8.3) (2.7-5.7) (8.2-8.6) (7.4-7.8) (8.5-8.7) (7.9-8) (8.3-8.4) (7.5-8)
16.2* 8% 23.8* 8.5 19.2* 6" 26* 5.8°
Arcilla (%)
(14-20.3) (7.4-12.8) (22-25.6) (8-12) (9.5-20) (3.3-8) (23.1-28.3) (5.6-6.7)
0.1* 1.3 0.06* 0.8% 0.1* 0.7° 0.05* 0.7

Conductibilidad
Eléctrica (dS/m) 9 08.0.1)  (1.1-1.7)  (0.06-0.07)  (0.8-0.9)  (0.06-0.07)  (0.6-0.8)  (0.05-0.06)  (0.6-0.7)

* Diferencias significativas p<0.05 comparado con su contaminado (prueba estadistica de U de Mann-Whitney). Diferentes letras
indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios contaminados, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Los datos
reportados son la mediana y rango intercuartil.
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La MO del suelo es un factor importante respecto a la acumulacién vy liberacion de

metales pesados debido a que tiene una alta capacidad de acumulacion de éstos
(Reyes y Barreto, 2010). La cantidad de MO en las muestras estudiadas de los
diferentes distritos mineros y Cedral, muestran diferencias significativas (p<0.05)
entre el sitio de referencia y la zona impactada, de tal manera que los sitios de

referencia cuentan con mayor cantidad de MO con respecto al sitio impactado. El
orden decreciente de MO encontrada en los sitios de referencia fue Charcas > Villa

de la Paz > Cedral > Cerro de San Pedro y, en los sitios impactados fue Charcas >

Villa de la Paz > Cerro de San Pedro > Cedral. En los sitios impactados, Charcas es

el sitio con mayor concentracion de MO con 2.7%, que de acuerdo con NOM-021-
SEMARNAT-2000, se encuentra en un rango medio de concentracién de MO, lo cual
podria bajar la biodisponibilidad de metales pesados y; por otro lado, Cedral presenta
muy bajas concentraciones de MO (0.4-0.7%), lo cual podria ayudar a la absorcién
de metales pesados por las plantas, debido a las bajas cantidades de MO en suelo,
ya que la MO ayuda a la retencién de metales pesados, debido a la formacion de
complejos 6rgano-metalicos (Elliott et al., 1986). En un estudio realizado por Huerta
(2010), se reportd concentraciones de 0.2% de MO en suelos contaminados con
metales pesados, el cual es mas bajo que el encontrado en el presente estudio, en
Cedral con 0.5% de MO.

El pH es uno de los parametros mas importantes que controla las formas de
los elementos en el suelo (Lopez y Lépez, 1990). Influye de manera muy importante
en la absorcién de los metales por las plantas. A pH &cidos la biodisponibilidad de
metales aumenta y a pH basicos disminuye (Ruda et al., 2004). Los suelos alcalinos
son caracteristicos de las regiones aridas y semiaridas; la alcalinidad se presenta
cuando existe un alto grado de saturacion de bases. La presencia de sales
especialmente de calcio, magnesio y sodio en formas de carbonatos da también
preponderancia a los iones oxidrilos (OH") sobre los iones hidrogeno (H*) en la
solucion del suelo (Huerta, 2010). ElI pH medido en las muestras recolectadas en los

sitios estudiados se presenta en el Cuadro 4, en donde se puede observar que
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existen diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios impactados y los de

referencia de cada zona minera. Asimismo se observa en los sitios impactados un pH
medianamente alcalino que va de pH 7.4 a 8, a excepcion del Cerro de San Pedro en
donde se encontré un pH fuertemente &cido (4.1), esto puede ser debido al drenaje
acido de mina. En un estudio realizado por Rodriguez en el 2011, se determin6 que
existe una acidificacion del suelo en el Cerro de San Pedro encontrando valores de
4.5 a 8.1. De acuerdo con Rieuwerts y colaboradores (1998), el pH acido influye en la
absorcién de metales pesados por las plantas, debido a que la solubilidad de metales
tiende a incrementar a valores bajos de pH y decrece a pH altos. Cerca de un pH
neutro, la formacion de complejos puede llegar a ser un mecanismo de inmovilizacion
de metales, es decir, que existe una baja biodisponibilidad de éstos (Elliott et al.,
1986). De acuerdo con lo descrito anteriormente, se puede suponer que el sitio
impactado en Cerro de San Pedro, existe una alta biodisponibilidad de metales a las
plantas, esto debido al bajo pH reportado (2.7-5.7). En los sitios de referencia, los pH
son medianamente alcalinos a fuertemente alcalinos (pH de 8.3-8.6), en los cuales
se puede llegar a formar complejos, que son dificiimente absorbidos por las plantas.
En estos sitios se observa un gradiente ascendiente en donde Cedral > Charcas >

Villa de la Paz > Cerro de San Pedro.

La textura del suelo interviene en la dindmica de los metales, ya que la
formacion de macro poros puede causar una rapida infiltracion y redistribucion del
agua y de los solutos del suelo, modificando por consecuencia la disponibilidad de
los metales. Saeki y colaboradores (1993) mencionan que existe un incremento
general en la concentracion de metales pesados de las fracciones gruesas a las
finas. En el Cuadro 4 se puede observar que las mayores cantidades de arcilla las
encontramos en los sitios de referencia (16.2-26), siendo estadisticamente diferentes

(p<0.05) a los sitios impactados (5.8-8.5). El orden decreciente de arcilla encontrada
en los sitios de referencia fue Villa de la Paz > Charcas > Cedral >Cerro de San

Pedro. Y en el sitio impactado fue Charcas > Cerro de San Pedro > Cedral > Villa de

la Paz. Las arcillas se caracterizan por tener cargas eléctricas principalmente
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negativas en su superficie, lo cual le confiere a los suelos la capacidad de retener

metales pesados, disminuyendo su solubilidad y biodisponibilidad (Rieuwerts et al.,
1998; Reyes, 2010); de acuerdo a esto, en los sitios impactados Villa de la Paz (3.3-
8%) y Cedral (5.6-6.7%), el porcentaje de arcilla es bajo, por lo cual se podria
suponer que en estos sitios, la absorcion de metales por las plantas seria mas alta

gue en los sitios de referencia.

La medida de la conductividad eléctrica (CE) nos permite estimar la cantidad
de sales que contiene un suelo, debido a que la CE mide la capacidad de un material
para conducir corriente eléctrica, es decir a mayor CE, mayor concentraciéon de sales.
Todos los suelos fértiles contienen por lo menos pequefias cantidades (<1.0 dS/m)
de sales solubles. Cuando un suelo tiene un exceso de sales solubles se le
denomina suelo salino (4.1-8.0 dS/m) (NOM-021-SEMARNAT-2000). La CE en los
sitios de referencia es baja, y va desde 0.05 a 0.1 dS/m, mostrando el siguiente
orden: Cerro de San Pedro = Cedral > Charcas > Villa de la Paz. Los sitos
impactados mostraron una CE 13 veces mayor con respecto a los sitios de
referencia, mostrando diferencias estadisticas (p<0.05). Los valores de CE
encontrados en los sitios impactados van de 0.7 a 1.3 dS/m, indicando una alta
conductividad, lo cual podria ayudar a la movilidad y biodisponibilidad de metales en
el suelo a través de dos medios posibles: iones cargados positivamente asociados a
las sales (Na y K) que pueden sustituir a metales pesados en los sitios de absorcidn
y, los iones cargados negativamente (por ejemplo de cloruros) que pueden formar
compuestos solubles estables con pesado metales (Cd, Zn y Hg), con una tendencia
a generar suelos acidos (Sherene, 2010), como por ejemplo en el Cerro de San
Pedro, que tiene un pH acido (2.7-5.7) y una mayor conductibilidad eléctrica (1.1-1.7
dS/m).
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Andlisis de metales, As y B en suelo y residuos mineros

Se ha demostrado la presencia de metales pesados en los sitios de estudio. En Villa
de la Paz, Razo y colaboradores (2004) demostraron que existe contaminacién por
As, Cu, Pb y Zn en agua, suelo y sedimento. Rodriguez en el 2011, confirmo la
presencia de Pb, As, Cd, Zn y Mn en el distrito Minero Cerro de San Pedro. En
Cedral se cuantifico el plomo en polvo y en nifios de la comunidad (Flores-Ramirez,
et al., 2012).

Comparacion de metales y metaloides en suelos y residuos por regién minera
Las concentraciones de metales y metaloides encontradas en los sitios de referencia

e impactado de cada region minera estudiada se presentan a continuacion.

Cerro de San Pedro

En el Cuadro 5 se presentan las concentraciones de metales y metaloides
encontrados en el distrito minero Cerro de San Pedro. Se encontraron mayores
concentraciones de Pb (2,506.4 - 4,822.1 mg/Kg), Zn (179.7 - 955.6 mg/Kg), As
(195.5 — 325 mg/Kg) en los sitios impactados con respecto a los sitios de referencia
(p<0.05), en el caso del Fe las concentraciones reportadas en el sitio de referencia
(7,960.5 - 10,122.3 mg/Kg) son similares a las del sitio impactado (5,574 - 12,567.8
mg/Kg) (p>0.05). El orden decreciente de concentracién por metal encontrada en el
sitio impactado fue Fe > Pb >Zn > As > Ni > Mn > Cu >Hg > Cd > Cr > Mo >B > Co
mientras que en el sitio de referencia fue Fe > Mn > Ni>Zn >Pb > Cu > Cr>B > As
> Co > Mo > Cd > Hg.
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Cuadro 5. Concentraciones de metales y metaloides en Cerro de San Pedro.

Cerro de San Pedro

Parametro
mg/Kg Referencia n=10 Impactado n=10
o 5.9% 1.7
(5.5-6.4) (1.2-2.2)
M 191.8* 44.7
(167.7-256.8) (22.5-117.8)
Ni 77.4* 144.8
(71.5-88.5) (115.9-210.2)
Cu 6.1* 18
(5.4-6.5) (13.1-19.7)
7n 24.1* 433.2
(23.2-27.2) (179.7-955.6)
0.2* 2.7
cd (0.1-0.2) (15-7.8)
0.1% 6.4
Hg (0.1-0.1) (3.7-8.7)
Pb 14.1* 3,592.20
(12.5-15.4) (2,506.4-4,822.1)
Fe 8403.7 11,451.10
(7,960.5-10,122.3)  (5,574-12,567.8)
Co 2.1* 0.2
(1.9-2.4) (ND-0.5)
Mo 0.2* 1
(0.2-0.3) (0.7-1.3)
B 5.8* 0.2
(5-6.1) (ND-1)
As 2.9* 231.6
(2.4-3.2) (195.5-325)

* Diferencias significativas p<0.05, utlizando la prueba
estadistica U de Mann-Whitney. Los datos reportados son la
mediana y rango intercuartil.

Las concentraciones de algunos metales fueron comparados con las
Concentraciones de Referencia Total (CRt) que establece la regulacién nacional
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 de uso residencial o agricola para Ni (1,600
mg/Kg), Cd (37 mg/Kg), Hg (23 mg/Kg), Pb (400 mg/Kg) y As (22 mg/Kg). En este
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sitio de estudio, el 50% de las muestras superaron las CRt de Pb y As, las cuales se

ubicaron en el sitio impactado, y no asi las concentraciones de Ni, Cd y Hg. Debido
gue la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 no establece criterios para todos los
elementos potencialmente téxicos, se utilizaron como concentraciones de referencia
de Cr total (64 mg/Kg), Cu (63 mg/Kg) y Zn (200 mg/Kg) los niveles de la Guias de
Calidad Ambiental Canadiense (Canadian Environmental Quality Guidelines, 2007).
En donde el 35% de las muestras superan el valor de referencia para Zn. No se

registraron concentraciones que superen los valores de referencia para Cu y Cr.

En comparaciéon con un estudio realizado por Rodriguez (2011) en el distrito
minero Cerro de San Pedro, las concentraciones que reporté de Mn (350 mg/Kg), Cu
(19 mg/Kg) vy Cd (6 mg/Kg) fueron mayores que las reportadas en el presente
estudio. Mientras que las concentraciones de Zn (91 mg/Kg), Pb (136 mg/Kg) y As
(46 mg/Kg) fueron menores que las reportadas por este estudio, las cuales fueron de
433.2 mg/Kg de Zn, 3,592.2 mg/Kg de Pb y 231.6 mg/Kg de As. Para el caso de Pb,
superan 26 veces la concentracion reportada por Rodriguez (2011); mientras que el

As y Zn, superan cinco veces estas concentraciones.

Charcas

En el distrito minero de Charcas se encontraron mayores concentraciones de todos
los metales y metaloides en el sitio impactado (p<0.05) (ver Cuadro 6), con
excepcion del Cr, el cual se encontré mas alto en el sitio de referencia que con la
zona impactada (p<0.05), sin embargo estas concentraciones de Cr no se encuentra

por encima del CRy de la Guia Canadiense (64 mg/Kg).

Las concentraciones de Pb encontradas en el sitio impactado fueron 2,355
veces mayores que las encontradas en el sitio de referencia; el Cd fue 1,183 veces
mas en el sitio impactado que el de referencia y el Zn se encontré 1,115 veces mas
en la zona impactada que en la zona de referencia del distrito minero Charcas; la

concentracion de Cu fue de 379 veces y el As casi 50 veces mas por arriba del sitio
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de referencia. El orden decreciente de concentracion de metales encontrada en el

sitio impactado fue Zn >Pb >Fe >Cu > Mn > Cd > As > Ni >B >Hg > Co > Cr > Mo
mientras que en el sitio de referencia fue Fe > Mn > Ni>Zn >B > Cr > Cu > Pb > Co
> As > Cd > Mo > Hg.

Cuadro 6. Concentraciones de metales y metaloides en Charcas.

Charcas
P?;ZTI%UO Referencia n=10 Impactado n=10
Cr 8.3 5.4*
(7.7-8.6) (5-5.9)
Mn 281.6* 1,057.80
(248.8-308.1) (928-1,259.1)
Ni 74.9* 130
(69-78.7) (127.3-137.8)
Cu 7.7* 2,919
(7.2-8) (2,659.1-3,058.9)
7n 24.9* 27,766.80
(23.9-26.3) (23,742.3-29,584.3)
cd 0.3* 355
(0.2-0.3) (327.4-155.9)
Hg 0.1* 14
(0.1-0.1) (5.7-46.9)
Pb 6* 14,135.40
(5.4-7.4) (11,574.8-17,505.2)
Fe 7,545.50* 13,304.70
(7,270.8-8,394.6) (12,740-13,921.4)
Co 3.1* 7.2
(2.9-3.2) (6.4-7.7)
Mo 0.2* 2
(0.2-0.2) (1.8-2.3)
B 9.2* 94.8
(8.6-9.4) (82.1-110.7)
As 2.7* 132.4
(2.6-2.9) (111.4-155.9)

* Diferencias significativas p<0.05, utilizando la prueba
estadistica U de Mann-Whitney. Los datos reportados son la
mediana y rango intercuartil.
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Las concentraciones de referencia de Ni (1,600 mg/Kg), Cd (37 mg/Kg), Hg

(23 mg/Kg), Pb (400 mg/Kg) y As (22 mg/Kg) de acuerdo a la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 para uso residencial o agricola, se compararon con las
concentraciones de las muestras recolectadas en el presente sitio. Se pudo observar
que las CRypara Cd, Pb y As, fueron superadas en un 50% de las muestras y, el Hg

en un 20%.

Asimismo se realiz6 una comparaciéon con los valores de referencia de la Guia
Canadiense para Cr total (64 mg/Kg), Cu (63 mg/Kg) y Zn (200 mg/Kg), en donde se
observd que el 50% de las muestras superan las concentraciones de Cu y Zn;

mientras que las muestras recolectadas no superan el valor de referencia para Cr.

Cedral

Las concentraciones de los metales y metaloides, se muestran en el Cuadro 7.
Donde se puede observar que las concentraciones de Cr (11.6 - 13.1 mg/Kg) y Co
(3.2 - 3.4 mg/Kg) son mayores en el sitio de referencia que en el sitio impactado, sin
embargo todos los demas metales analizados se encuentran con mayores
concentraciones en el sitio impactado mostrando diferencias significativas (p<0.05)
con respecto a su referencia. El orden decreciente de concentracion encontrada en el
sitio impactado fue Fe > Pb > Mn >Zn > Cu > Ni >As >Cd >B > Mo > Hg > Cr > Co
mientras que en el sitio de referencia fue Fe > Mn > Ni>2Zn>Cr>B > Cu > As > Pb
> Co > Mo > Cd > Hg.

Las concentraciones de Pb encontradas en el sitio impactado fueron 593
veces mayores que las encontradas en el sitio de referencia; el Hg fue 111 veces
mayor en el sitio impactado que el de referencia; el Zn, Cd, Cu estan
aproximadamente 60 veces mayor en el sitio donde se encuentra la zona minera que
en el sitio de referencia; el As se mantuvo 10 veces arriba en el sitio impactado que

en el sitio de referencia. Lo cual se puede observar que casi todos los EPT se
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encuentran muy por encima de los sitios de referencia, excepto por el Cr y el Co,

gue se encontraron 5 y 4 veces arriba en el sitio de referencia que en el sitio

impactado, respectivamente.

Cuadro 7. Concentraciones de metales y metaloides en Cedral.

Cedral
Parametro .
mg/Kg Referencia n=10 Impactado n=10
Cr 12.1* 2.1
(11.6-13.1) (2-3.1)
Mn 264.4* 1,717.70°
(255.9-281) (1,485.9-1,878.6)
Ni 72.8* 107.8
(69.5-76.9) (100.3-126.3)
Cu 9.6* 638.3
(9.1-9.9) (546-806.1)
7n 27.8* 1,695.40
(27-29.3) (1,425.5-2,110.4)
0.9* 55.9
cd (0.8-1) (52-63.1)
Hg 0.1* 11.1
(0.1-0.1) (8.1-31.1)
Pb 6.5* 3,856.20
(5.6-7.8) (3,100.8-4,283.3)
Fe 7,644.30* 11,322.90
(7,249.87-8,117.1)  (10,656-13,500.5)
3.3* 0.8
Co (3.2-3.4) (0.7-0.9)
Mo 3.1* 13.3
(2.6-3.4) (11.2-15.6)
B 11.1* 18.2
(10-14.2) (13.9-28.8)
As 8.3* 83.8
(7.7-9.1) (68.9-93.9)

* Diferencias significativas p<0.05, utilizando la prueba
estadistica U de Mann-Whitney. Los datos reportados son la
mediana y rango intercuartil.
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Al realizar la comparacion de las concentraciones de los metales de cada

muestra tomada en el sitio con respecto a las concentraciones de CRt que establece
la regulacion nacional NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 de uso residencial o
agricola y la Guia Canadiense (Ver cuadro 6), se pudo observar que las CRt de Cd,
Pb, As, Cu y Zn fueron superadas en un 50% de las muestras, mientras que para el

Hg fue en un 15%.

Villa de la Paz
En el Cuadro 8 se muestran las concentraciones de metales y metaloides
encontrados en el distrito Villa de la Paz. Se observan diferencias significativas

(p<0.05) de los metales y/o metaloides entre el sitio impactado y el sitio de
referencia, exceptuando al Mn y Mo (p>0.05).

La concentracién de As en el sitio impactado supero casi 155 veces el sitio de
referencia; el Pb 93 veces, el Cd casi 30 veces, el Cu, Zn y Hg 9 veces supero las

concentraciones del sitio impactado con respecto a su referencia. El orden
decreciente de concentracion encontrada en el sitio impactado fue Fe > As > Pb > Zn

>Mn > Cu > Ni > Cd > Hg > Cr > Mo > Co > B mientras que en el sitio de referencia
fueFe>Mn>Ni>Zn>Cr>Cu>B>Pb>As>Co>Mo>Cd > Hg.

Se han realizado diversos estudios para evaluar la contaminacion por metales
pesados existentes en esta regidn y determinar su concentracion en diversas
matrices ambientales (suelo, agua y sedimento) y sus efectos en la salud de la
poblacion local. En cuanto a concentraciones en suelo, Mejia y colaboradores (1999),
encontraron concentraciones de 2,399 mg/Kg de Pb, 2,904 mg/Kg de As y 828
mg/Kg de Mn, superando los valores de las concentraciones del sitio impactado del
presente estudio por casi 4 veces para Pb (608.5 mg/Kg) y 3 veces para As (991.6
mg/Kg) y Mn (237.7 mg/Kg). Otros estudios reportan concentraciones en los rangos
de 19-17,384 mg/Kg de As, 15-7,200 mg/Kg de Cu, 31-3,450 mg/Kg de Pb y 26-
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6,270 mg/Kg de Zn en suelo (Monroy et al.,, 2002 y Razo et al., 2004). Razo y

colaboradores en el 2006 reportaron concentraciones en suelo entre 7-14,923 mg/Kg
de As, 27-6,429 mg/Kg de Pb y 0.2-274 mg/Kg de Cd. Gamifo-Gutiérrez y
colaboradores (2013) reportaron concentraciones de As (1,769 mg/Kg) y Pb (1,235

mg/Kg) en suelo del &rea urbana de Villa de la Paz.

En otro estudio realizado por Espinosa y colaboradores en el 2014, cuyo
objetivo fue evaluar el impacto de la actividad minera sobre comunidades bidticas en
el distrito minero Villa de la Paz, se cuantificd las concentraciones de As, Cu, Pby Zn
en suelo clasificado por dos tipos de vegetacion, el matorral desértico rosetéfilo
(MDR) y matorral desértico microfilo (MDM); en donde la concentracion media de As
para el MDR fue de 222.1 mg/Kg, inferior a la encontrada en este estudio, sin
embargo la concentracién en el MDM (7,902.9 mg/Kg), fue casi ocho veces superior
a la del presente estudio. En cuanto al Pb, fue mayor la concentracion (1,228.2
mg/Kg) en MDM, dos veces mayor que en la del presente estudio y en el MDR fue
menor la concentracién que en este estudio (204.3 mg/Kg). La concentracion de Zn
(3,513.5 mg/Kg) en el MDM, se encontré6 mucho mayor que en el MDR (175.4 mg/Kg)
y que para este estudio, 20 y 10 veces, respectivamente. Por ultimo el Cu se
encontré6 mas alto en el MDR y el MDM (con concentraciones de 231.9 mg/Kg vy
703.7 mg/Kg, respectivamente) que la concentracidon encontrada en este estudio

para el sitio impactado.
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Cuadro 8. Concentraciones de metales y metaloides en Villa de la Paz.

Villa de la Paz

Pardmetro ,
mg/Kg Referencia n=10  Impactado n=10
Cr 11.5* 0.8
(11.3-12.1) (0.5-2.2)
Mn 347.9 237.7
(313.9-371.1) (156.3-1,695.4)
Ni 96.1* 54.9
(78.8-98.1) (45.8-93.4)
cu 11* 99.3
(9.2-11.2) (80-115.3)
7n 35.5* 319.9
(28.8-36.3) (174-1,339.7)
0.3* 8.8
cd (0.3-0.4) (4.9-41.9)
0.1* 0.9
Hg (0.1-0.2) (0.8-1.2)
Ph 6.5* 608.5
(5.9-9) (436.5-1,479.8)
Fe 9,439.50* 5,738.40
(7,897.3-9,789.5)  (4,664.2-9,591.1)
3.1* 0.5
Co (3-3.3) (0.4-1.1)
0.4 0.6
Mo (0.3-0.5) (0.4-1.5)
B 7.9* ND
(6.8-10.3) (ND-2.3)
As 6.4* 991.6
(5.7-7.1) (8644.7-3,393.8)

*Diferencias significativas p<0.05, utilizando la prueba
estadistica U de Mann-Whithey. Mediana y rango
intercuartil.

Comparacion de las concentraciones de metales en los sitios impactados
En el Cuadro 9, se presentan las concentraciones de los metales y metaloides de los

sitios impactados evaluados en el presente estudio.
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Cuadro 9. Concentraciones de metales y metaloides de residuos mineros del estado
de San Luis Potosi.

Cerro de San

) Charcas Cedral Villa de la Paz
Parametro Pedro
mg/Kg Impactado Impactado Impactado Impactado
o 1.7° 5.4% 2.1% 0.8°
(1.2-2.2) (5-5.9) (2-3.1) (0.5-2.2)
44.7% 1,057.80° 1,717.70° 237.7%°
Mn (1,485.9-
(22.5-117.8)  (928-1,259.1) 1.878.6) (156.3-1,695.4)
N 144.8° 130° 107.8%" 54.9%
(115.9-210.2)  (127.3-137.8) (100.3-126.3) (45.8-93.4)
cu 18° 2,919° 638.3% 99.3"¢
(13.1-19.7) (2,659.1-3,058.9)  (546-806.1) (80-115.3)
433.2° 27,766.80° 1,695.40% 319.9°
Zn (23,742.3- (1,425.5-
(179.7-955.6) 59.584.3) >'110.4) (174-1,339.7)
cd 2.7° 3552 55.9% 8.8
(1.5-7.8) (327.4-155.9) (52-63.1) (4.9-41.9)
Hg 6.4% 142 11.1° 0.9°
(3.7-8.7) (5.7-46.9) (8.1-31.1) (0.8-1.2)
3,592.20° 14,135.40° 3,856.20° 608.5°
Pb (2,506.4- (11,574.8- (3,100.8-
4,822.1) 17,505.2) 4,283.3) (436.5-1,479.8)
11,451.10% 13,304.70% 11,322.90%° 5,738.40°
Fe (5,574- (12,740- (10,656-
12,567.8) 13,921.4) 13,500.5) (4,664.2-9,591.1)
Co 0.2% 7.2° 0.8% 0.5%
(ND-0.5) (6.4-7.7) (0.7-0.9) (0.4-1.1)
Mo 1° 2% 13.3% 0.6
(0.7-1.3) (1.8-2.3) (11.2-15.6) (0.4-1.5)
5 0.2% 94.8° 18.2° ND?
(ND-1) (82.1-110.7) (13.9-28.8) (ND-2.3)
As 231.6% 132.4°¢ 83.8° 991.6%
(195.5-325) (111.4-155.9) (68.9-93.9) (8644.7-3,393.8)

Las diferentes letras significan la diferencia significativa (p<0.05) entre los sitios, se utilizd
la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Los datos reportados son la mediana y rango
intercuartil. n=10 N.D. No detectado.
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Se puede observar que las concentraciones de Pb y Co en Charcas son

estadisticamente diferentes a los demas sitios. Por otro lado Charcas y Cedral son
estadisticamente similares (p>0.05) en cuanto a las concentraciones de Cr, Cu, Zn,
Cd y B. Ademas en Charcas se encontraron las mayores concentraciones de EPT
(Cr, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb) y de algunos elementos esenciales para las plantas (Fe, Co
y B). Se ha reportado que estos elementos esenciales a altas concentraciones
podrian causar algin dafio en plantas, por ejemplo el exceso de Co puede afectar el
crecimiento de las plantas y sus funciones metabdlicas. Macnicol y Beckett (1985)
reportan niveles criticos de Co en plantas de 30 a 40 mg/Kg. Sin embargo la
toxicidad del B en zonas aridas y semiaridas es mas comun debido a que en estas
regiones las concentraciones de B son naturalmente altas. En Cedral se encontraron
las mayores concentraciones de Mn y Mo; el Cerro de San Pedro tuvo la mayor
concentracion el Ni y en Villa de la Paz de As. La mayor concentracion de Mn la

mostrd Cedral seguido de Charcas, Villa de la Paz y Cerro de San Pedro.

Actualmente no se cuentan con normas mexicanas que establezcan valores
de referencia de Mn, Fe, Co, Mo y B, sin embargo existen diversos estudios en
donde se han establecido los valores naturales de algunos de ellos. EI Mn es uno de
los elementos traza mas abundantes en la litosfera; su concentracién promedio en el
suelo es de 488 mg/Kg. Los suelos calcareos o calcisoles tienen una concentracion
de 50 a 7,750 mg/Kg de Mn, por lo cual, las concentraciones encontradas en este
estudio indican concentraciones naturales del suelo. El Fe es el metal mas
importante y uno de los principales constituyentes de la litosfera. Estd en una
posicion intermedia entre macro y micronutrientes en plantas, animales y seres
humanos. La abundancia de Fe en suelos es de 3.5% en promedio, y es muy
probable que aumente en suelos arcillosos y en suelos organicos. La mayor
concentracion de Fe la presenté Charcas seguido de Cerro de San Pedro, Cedral y
Villa de la Paz. Por otro lado el orden decreciente de la concentracion de Co en los

sitios fue Charcas > Cedral > Villa de la Paz > Cerro de San Pedro. El valor medio

mundial de Co en suelos superficiales se calcula en 10 mg/Kg. Sin embargo en
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suelos calcareos las concentraciones van de 1 a 70 mg/Kg, que comparandolo con la

concentracion mas alta encontrada en los cuatro sitios es de 7.7 mg/Kg. Y por ultimo
las mayores concentraciones de B fueron encontradas en Charcas seguido de
Cedral, Cerro de San Pedro y Villa de la Paz. El promedio de B en todo el mundo
para suelos se estima en 42 mg/Kg. Los suelos calcareos (calcisoles) presentan la
mayor concentracion de B, teniendo desde 10 hasta 100 mg/Kg de B, que
comparandolo con la concentraciébn mas alta encontrada en los cuatro sitios es de
110.7 mg/Kg, superando por poco las cantidades naturales de B en suelos calcareos
(Kabata-Pendias, 2011).

Concentraciones de cromo en residuos mineros

La concentracion total de Cr se encuentra repartida en diferentes especies quimicas
y su toxicidad cambia de una especie a otra (Sotelo, 2012). Se presenta en tres
formas estables como: cromo metalico (0), que se usa para fabricar acero y es
producido generalmente por procesos industriales; Cr (Ill), ocurre en forma natural en
el ambiente y es un elemento nutritivo esencial; y Cr (VI), que se utiliza en cromado,
pinturas y pigmentos, curtido de cuero y para preservar la madera (ATSDR, 2016a).
El Cr es el vigésimo primer elemento mas abundante de la corteza terrestre, con una
concentracion promedio de 100 mg/Kg. En el suelo se presenta con una
concentracion promedio de 60 mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011).

En este estudio la mayor concentracion de cromo fue de 5.9 mg/Kg en suelos
del distrito minero de Charcas. El orden decreciente de concentracion de Cr en los
cuatro sitios fue Charcas > Cedral > Cerro de San Pedro > Villa de la Paz. Con
respecto a normas oficiales, la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 de uso residencial
0 agricola, solo cuenta con la CRt de Cr (VI), por lo que para este estudio la
concentracion de referencia para Cr total fue tomada de la Guia Canadiense. Como
se observa en la Figura 17, las concentraciones de Cr en los cuatro sitios impactados

no rebasan el limite permisible para la Guia Canadiense.
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Figura 17. Concentracibn de cromo en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizoé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis.Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (64 mg/Kg).

Concentraciones de niguel en residuos mineros

El niquel es un elemento natural muy abundante, se encuentra en todos los suelos y
es liberado por emisiones volcanicas o por actividades antropogénicas. El Ni y sus
compuestos no tienen olor ni sabor caracteristicos (ATSDR, 2005a), y se combina
facilmente con el Fe y Mn, ademas que es fuertemente absorbido por la MO vy la
arcilla (Kabata-Pendias, 2011; Muiiiz et al., 2015). La abundancia media del Ni en la
corteza terrestre se estima en alrededor de 20 mg/Kg. El contenido total de Ni en el
suelo es altamente dependiente de su contenido en el material parental (roca
formadora) del mismo. No obstante, la concentracion del Ni en su superficie, puede
reflejar el impacto tanto del proceso de formacién del suelo como de la
contaminacion. Se reporta que el Ni total en los suelos del mundo varia entre 13y 37
mg/Kg. Los calcisoles presentan la mayor cantidad de Ni que va desde 18 hasta 92
mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011).

En la Figura 18 se presenta la concentracion de Ni en las distintas zonas

impactadas. Se puede observar que las concentraciones rebasan los limites

Programas Multidisciplinarios de Posgrado en Ciencias Ambientales
Universidad Auténoma de San Luis Potosi
81



“Evaluacion de la genotoxicidad de suelos y residuos mineros con | 2017
células de raiz de haba (Vicia faba)”

Rios Martinez
permisibles de la Guia Canadiense en suelo (50 mg/Kg), pero no asi la Norma

Mexicana (1,600 mg/Kg). La concentracibn maxima encontrada fue en Cerro de San
Pedro (2010.2 mg/Kg) seguido de Charcas (137.8 mg/Kg), Cedral (126.3 mg/Kg) y
Villa de la Paz (93.4 mg/Kg). En un estudio realizado por Villalba y colaboradores en
el 2012 reportaron concentraciones de Ni en suelo desde 43.96 mg/Kg a 77.98

mg/Kg en el Ejido Agua Prieta, Sonora.
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Figura 18. Concentracion de niquel en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (50 mg/Kg). Linea continua marca Limite Permisible de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (1,600 mg/Kg).

Concentraciones de cobre en residuos mineros

El cobre es un micronutriente esencial para el crecimiento de los organismos, pero es
requerido soélo en cantidades traza, ya que a altas concentraciones es toxico para las
células al alterar las funciones de las proteinas y consecuentemente la actividad
enziméatica (Gaete et al., 2010). El Cu es liberado por la industria minera, actividades

agricolas y de manufactura (ATSDR, 2016b).
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Los valores promedio de Cu en los suelos del mundo se encuentran entre 14 y

109 mg/Kg. El contenido de Cu estad asociado con la textura del suelo y por lo
general los suelos arenosos tienen bajas cantidades de Cu (3-30 mg/Kg), mientras
gue los suelos margosos (suelo formado por arcilla, limo y arena con abundante
materia vegetal descompuesta) tienen cantidades que van desde 7 hasta 140 mg/Kg
de Cu. Los suelos calcareos tienen de 10 a 70 mg/Kg de Cu (Kabata-Pendias, 2011).
Ruiz y Armienta (2012), reportan concentraciones de Cu en suelos agricolas a
diferentes distancias de residuos mineros conocido como “El Fraile”, en el estado de
Guerrero, México. Ellos encontraron mayores concentraciones en las muestras
obtenidas de los residuos mineros o jales, y entre mas alejado se encuentren del
sitio, el gradiente de contaminacion disminuye, asi el orden decreciente de las
concentraciones encontradas en “El Fraile” son 418.3 > 125.2 > 56.2 >80.5 mg/Kg de
Cu. Haciendo una comparacién con el presente trabajo se observa que el valor
maximo encontrado de Ruiz y Armienta (2012) es mayor a las concentraciones del
Cerro de San Pedro (18 mg/Kg) y Villa de la Paz (99.3 mg/Kg), sin embargo Charcas
supera este valor casi siete veces y Cedral por poco mas de una vez. Segun la Guia
Canadiense, las concentraciones en Charcas, Cedral y Villa de la Paz rebasan el
Limite Permisible que es de 63 mg/Kg, en donde Charcas se encuentra 46 veces por

arriba y Cedral 10 veces de esta Guia (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de cobre en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (63 mg/Kg).

Concentraciones de zinc en residuos mineros

El Zn es uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre, se encuentra en
el aire, suelo y agua, y en todos los alimentos. La mayoria del Zn entra al medio
ambiente como resultado de actividades humanas, como mineria, combustiéon de
carbon, quema de desechos, aguas residuales e industrias quimicas (ATSDR,
2005b).

El contenido promedio de Zn en la corteza terrestre y los suelos del mundo es
de 70 mg/Kg. El rango en suelos calcareos va de 50 a 100 mg/Kg de Zn. El Zn mas
comun y movil en suelos se cree que es en forma de iones libres y complejos en
soluciones del suelo, como por ejemplo Zn**, ZnCI*, ZnOH*, ZnHCO5*, ZnO, ZnCOs,
entre otros. La fijacion de Zn en suelos es relativamente lenta y se encuentra
controlado por el pH del suelo y las formas de metales afadidos al suelo (Kabata-
Pendias, 2011).
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Moreno et al. (2012), analizaron las concentraciones de algunos metales en

muestras de jales del distrito minero Zimapan, Hidalgo. La concentracion mediana
encontrada en este sitio fue de 10,450 mg/Kg de Zn, superando 6 veces la
concentracion de Cedral, 24 veces a Cerro de San Pedro y 32 veces a Villa de la
Paz, sin embargo la concentracién en el distrito minero Charcas es dos veces mas

alta que la encontrada en el distrito minero Zimapan.

En la Figura 20 se muestran las concentraciones encontradas en los sitios
iImpactados, donde se puede observar que las concentraciones de Zn en los cuatro
sitios impactados son superiores que el limite permisible por la Guia Canadiense
(200 mg/Kg). Charcas se encuentra casi 139 veces por encima del limite permisible,
Cedral tres veces, Cerro de San Pedro dos veces y poco mas de una vez, Villa de la

Paz. Las concentraciones de Zn en orden decreciente para los sitio impactados
fueron 27,766.8 > 1, 695.4 > 433.2 > 319.9 mg/Kg.
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Figura 20. Concentracion de zinc en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (200 mg/Kg).
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Concentraciones de cadmio en residuos mineros

El Cd se encuentra en la corteza terrestre a una concentracion promedio de 0.1
mg/Kg, generalmente asociado con minerales de zinc, plomo y cobre (ATSDR,
2016c). Presenta gran afinidad por el azufre, de alli que el compuesto mas comun es
el CdS. Otros compuestos comunes son: CdO, CdCl,, Cd (OH),. La concentracion
promedio de Cd en suelos ha sido ubicado en 0.41mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011).
Algunos suelos pueden tener niveles de Cd elevados porque las rocas de las que se
formaron tenian el elemento en su composicion. EI Cd de origen antropogénico,
generalmente presente en los horizontes superficiales, serd mas disponible que el
proveniente de la meteorizacién de rocas, sin embargo su absorcion por las plantas
depende de factores del suelo (pH, MO, textura, etc.) y del tipo de plantas. Aquellos
factores y condiciones (metales en la solucién del suelo, iones libres, etc.) del suelo
gue favorezcan la movilidad del elemento también facilitaran la absorcién por las
plantas, mientras que los que contribuyan a su retencion (MO, textura, pH, etc.) por

la matriz del suelo disminuiran la disponibilidad del elemento (Herrera, 2011).

En la Figura 21 se presentan las concentraciones de Cd en los sitios
impactados, donde se puede observar que las concentraciones en Charcas y Cedral
superan tanto la Norma Mexicana como la Guia Canadiense. En el distrito mineral
Villa de la Paz, uUnicamente algunas muestras superan el valor de la Guia

Canadiense.
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Figura 21. Concentracion de cadmio en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (10 mg/Kg). Linea continua marca Limite Permisible de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (37 mg/KQg).

En el distrito minero Charcas, las concentraciones de Cd superan 35 veces el
valor de la Guia Canadiense y nueve veces la Norma Mexicana; en Cedral se supera

cinco veces la Guia Canadiense y poco mas de una vez, la Norma Mexicana.

En un estudio realizado por Moreno et al.,, (2009) en el distrito minero
Zimapan, se estudié los minerales que se encuentran en diversas presas de
residuos, las cuales fueron, la presa San Miguel, Santa Maria y El Monte. Mostrando
concentraciones significativas de As (13,135 mg/Kg), Pb (3,934 mg/Kg), Zn (11,363
mg/Kg) y Cd (610 mg/Kg). Haciendo una comparacién con el presente estudio, la
concentracion de Cd en el distrito minero Zimapan es casi 2 veces mayor que en el
distrito minero Charcas, en comparacion con Cedral es 10 veces mayor, con
respecto a Villa de la Paz es 69 veces mayor y en el distrito minero Cerro de San
Pedro, es 225 veces mayor.
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Concentraciones de mercurio en residuos mineros

El Hg es el Unico elemento metalico liquido a temperatura ambiente, y se encuentra
fundamentalmente como sulfuro (cinabrio, metacinabrio). Se ha conocido y utilizado
durante mas de veinte siglos. El Hg se usa para separar y extraer el oro de las rocas
0 piedras en las que se encuentra; se adhiere al oro formando una amalgama que
facilita su separacion de la roca, arena u otro material. Luego se calienta la
amalgama para que se evapore el Hg y quede el oro (Navarro et al., s.f.; Espafiol,
2012).

Hasta el momento se sabe que los distritos (Charcas, Villa de la Paz y Cerro
de San Pedro) tienen mas de 300 afios con explotacibn minera y en Cedral, se
ubicaron haciendas de beneficio que procesaban el mineral que procedia de las
minas de Real de Catorce, utilizando el método de patio (amalgamacion con Hg),
generando los jales de Jesus Maria y el Caballo, localizados en la zona urbana de
Cedral. Como se puede observar en la Figura 22, las concentraciones maximas
encontradas de Hg en Cedral son mas altas que los limites permisibles por la Norma
Mexicana y la Guia Canadiense. El valor maximo encontrado en Charcas supera
siete veces la Guia Canadiense, y dos veces la Norma Mexicana. En Cedral el valor
maximo supera casi cinco veces la Guia Canadiense y poco mas de una vez la
Norma Mexicana. En Cerro de San Pedro, se observa que las concentraciones
maximas encontradas superan casi una vez la Guia Canadiense, pero no asi la
Norma Mexicana. No se observaron diferencias significativas entre Cerro de San
Pedro, Charcas y Cedral (p>0.05), pero si con respecto a Villa de la Paz (p<0.05), el
cual no se encontraron concentraciones por encimas de las regulaciones

mencionadas anteriormente.
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Figura 22. Concentracion de mercurio en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (6.6 mg/Kg). Linea continua marca Limite Permisible de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (23 mg/Kg).

Concentraciones de plomo en residuos mineros

El Pb es un metal toxico presente de forma natural en la corteza terrestre (15 mg/Kg).
Entre las principales fuentes de contaminacion ambiental destacan la explotacion
minera, la metalurgia, las actividades de fabricacion y reciclaje y, en algunos paises,
el uso de pinturas y gasolinas con plomo (OMS, 2016). El nivel promedio de Pb en
suelos ha sido ubicado en 27 mg/Kg (Kabata-Pendias, 2011). En la Figura 23 se
observa que las concentraciones de Pb en todos los sitios estuvieron por encima de
la Norma Mexicana y la Guia Canadiense. Charcas mostré diferencias significativas
(p<0.05) con respecto a Cedral, Cerro de San Pedro y Villa de la Paz. Observandose
en Charcas las mayores concentraciones de Pb, teniendo como valor maximo 17,505
mg/Kg, y superando a la Guia canadiense 125 veces, y 43 veces la Norma
Mexicana. Seguido de este, se encontr6 Cerro de San Pedro con 4,822 mg/Kg,

después Cedral con 4,283 mg/Kg y por ultimo Villa de la Paz con 1,480 mg/Kg de Pb.
Los ultimos tres sitios no mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre ellos.
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Figura 23. Concentracion de plomo en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficd la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (140 mg/Kg). Linea continua marca Limite Permisible de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (400 mg/Kg).

En otros estudios realizados en los sitios se reportaron altas concentraciones
de Pb, por ejemplo, en Cerro de San Pedro se encontraron concentraciones de 137.5
a 19,300 mg/Kg de Pb (Ortega, 2012). En Villa de la Paz, Gamifio-Gutiérrez y
colaboradores (2013) reportaron concentraciones de 1,235 mg/Kg en suelo del area
urbana; Monroy y Razo con sus respectivos colaboradores en el 2004 encontraron
concentraciones que van de 31 a 3,450 mg/Kg de Pb. Y se sabe que desde 1999, las
concentraciones de Pb en Villa de la Paz son altas, donde Mejia y colaboradores
reportaron concentraciones de 2,399 mg/Kg de Pb. Ruiz y Armienta (2012),
reportaron concentraciones de 6,166 mg/Kg de Pb en el jale llamado “El Fraile” en el
estado de Guerrero, las cuales son parecidas a las reportadas por este estudio en los

sitios Cerro de San Pedro y Cedral.

Concentraciones de arsénico en residuos mineros
El contenido de As de la corteza terrestre esta en 1.8 mg/Kg. El nivel promedio de As

en suelos ha sido ubicado en 6.83 mg/Kg. Las principales valencias que presenta
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este elemento en la naturaleza son -3, +3 y +5. El As®* es mas toxico y mévil en el

suelo que el As®. Los compuestos AsO,, AsO,>, HAsO,” y el H,AsO, son las
formas mas moviles del As, y son absorbidos en un rango de pH de 7-9. Los iones de
As son conocidos por ser facilmente fijados en suelos por hidréxidos de Fe y Al, la
fraccion arcilla, compuestos de P y Ca y la MO (Kabata-Pendias, 2011). El As es un
metaloide y por lo tanto, tiene las propiedades de los metales y de los elementos no
metalicos (Carbonell et al., 1995), por ejemplo tienden a ser semiconductores, pero

conducen la electricidad en menor grado que los metales (Volke et al., 2005).

En la Figura 24 se muestran las concentraciones de As en los sitios
impactados. Villa de la Paz muestra una mayor concentracion de As con respecto a
Charcas (p<0.05) y a Cedral (p<0.05), pero no asi con el Cerro de San Pedro
(p>0.05). La concentracibn méxima registrada fue de 3,394 mg/Kg de As en Villa de
la Paz; este valor supera 282 veces el limite permisible por la Guia Canadiense y 154
veces la CRy de la Norma Mexicana. La concentracion mediana de As en Cerro de
San Pedro supera el valor de referencia de la Guia Canadiense 27 veces y la Norma
Mexicana, casi 15 veces. La concentracion en Charcas supera la Guia Canadiense y
la Norma Mexicana, 11 y seis veces, respectivamente; mientras que en Cedral, las
concentraciones de As superan casi ocho veces la Guia Canadiense y cuatro veces

la Norma Mexicana.

En el estudio realizado por Puga et al., (2006), se evaluo la contaminacion en
el suelo por Pb, Cd, Zn y As a diferentes distancias (300, 600, 900, 1200 y 1500 m) y
niveles de profundidad (0-40, 40-60, 60-80 cm), en un area de influencia de residuos
mineros en San Francisco del Oro, Chihuahua. Los resultados que obtuvieron fue
gue a mayor distancia de los jales, las concentraciones de As en suelo superficial
fueron disminuyendo, sin embargo a la distancia de 300 m a una profundidad de 40-
60 y de 60-80 cm, las concentraciones aumentaron de 3,670 a 5,410 mg/Kg, lo cual
hacen referencia a que las concentraciones de este elemento han pasado a estratos

inferiores de suelo, debido a los afios que ha estado expuesto este sitio. En
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comparacion con el presente trabajo, se observa que las concentraciones

encontradas por Puga son mucho mayores que las reportadas en los cuatro sitios
impactados; vemos que esta concentracién supera una vez a la concentracidon
maxima encontrada y 78 veces la concentracion minima registrada en los sitios

impactados.
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Figura 24. Concentracion de arsénico en los sitios impactados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca Limite Permisible por la
Guia Canadiense (12 mg/Kg). Linea continua marca Limite Permisible de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (22 mg/Kg).

Analisis del indice de contaminacién

El suelo rico con metales pesados puede tener impactos adversos en la poblacion.
La acumulacion de metales pesados en el suelo puede plantear riesgos potenciales a
largo plazo a plantas, animales y a los humanos que consumen estas plantas y estan
expuestos a estos suelos. Una forma de evaluar la contaminacion por metales en
suelos, es a través del indice de contaminacién metalica (MPI, por sus siglas en
inglés), que es una técnica que permite obtener una visiébn conjunta del grado de

contaminacion de un area por varios metales. Si el valor obtenido rebasa el limite
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critico, que es de 100, se dice que el sitio se encuentra contaminado con metales

pesados. En el presente trabajo se ha calculado el MPI para cada sitio estudiado,
teniendo en cuenta las concentraciones obtenidas de Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb,
Fe, Co, Mo, B, As. En la Figura 25 se observa que existen diferencias significativas
(p<0.05) en cuanto al MPI entre el sitio de referencia y el impactado de cada zona
minera, excepto para Villa de la Paz (p>0.05). Se puede ver que el sitio impactado en
Charcas supera 21 veces al sitio de referencia, Cedral siete veces, Cerro de San

Pedro dos veces y Villa de la Paz poco mas de una vez.
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Figura 25. MPI en sitios mineros de San Luis Potosi. * Diferencias significativas p<0.05,
utilizando la prueba estadistica de U de Mann-Whitney. Se graficé la mediana y el rango
intercuartil. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP).
La linea punteada marca el valor critico 100, lo cual indica un sitio contaminado (Ojekunle et
al., 2016).

Por otro lado, en la Figura 26 se observan los valores del MPI para los sitios
de referencia y los impactados. En el lado izquierdo de la gréfica se muestran los
sitios de referencia, registrando a Cedral con un MPI de 10, seguido de Villa de la

Paz con 9, Charcas y el Cerro de San Pedro con 7. Estos valores no rebasan el valor
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critico de contaminacion. Por el contrario en los sitios impactados con metales

pesados, se observa que el distrito minero Charcas es el Unico sitio que rebasa el
valor critico del MPI, que es de 100 (Ojekunle et al., 2016), lo que indica que el sitio

minero Charcas se encuentra gravemente contaminado con metales pesados.
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Figura 26. MPI en sitios de referencia e impactado con metales y metaloides.
Diferentes letras representan diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios.Se utilizé la
prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral
(CED), Villa de la Paz (VDP). Se grafic6é la mediana y el rango intercuartil. Linea punteada
marca valor critico 100, lo cual indica un sitio contaminado (Ojekunle et al., 2016)

indice de Riesgo ecoldgico.

Las fuentes antropogénicas no solo conducen a aumentar las concentraciones de
metales pesados en el ambiente, sino que también pueden causar una
contaminacion en las zonas y por lo tanto la probabilidad de que exista un riesgo.
Una forma de evaluar el riesgo ecologico en las zonas mineras es por medio del
indice del cociente de las directrices de calidad de suelos (SQGQI, por sus siglas en
inglés), el cual se puede utilizar para evaluar en qué medida los contaminantes
depositados en suelos podrian tener impactos adversos sobre los organismos, donde

se observan efectos biolégicos adversos observados con bajo potencial cuando el
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SQGQI < 0.1; un potencial de impacto moderado cuando 0.1 < SQGQI < 1 y; cuando

el SQGQI > 1 se dice que el potencial de impacto es alto.

En el presente trabajo se ha calculado el SQGQI para cada sitio estudiado,
teniendo en cuenta las concentraciones obtenidas de Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb,
Co, Mo, B, As. En la Figura 27 se muestran los sitios impactados con sus respectivas
referencias. Cada distrito minero y Cedral, muestran diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) con respecto a su sitio de referencia. El distrito minero de
Charcas supera 51 veces a su sitio de referencia, Cedral siete veces, el Cerro de

San Pedro seis veces y Villa de la Paz tres veces.
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Figura 27. SQGQI en sitios mineros de S.L.P. * Diferencias significativas p<0.05,
utilizando la prueba de U de Mann-Whitney. Se grafic6 la mediana y el rango intercuartil.
Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Linea
punteada marca el limite del potencial de impacto mas alto para observar efectos bioldgicos
adversos (1).
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En Figura 28 podemos observar que los sitios de referencia estan dos veces

arriba de 1, esto puede ser debido a que estas zonas estan mineralizadas de forma
natural, como se puede ver en las concentraciones de metales encontradas en estos
sitios (ver Cuadros 5, 6, 7, 8). Sin embargo, se puede observar que los rangos del
SQGQI son mucho mas altos en las zonas impactadas que en los sitios de
referencia; donde los valores llegan 100 veces por arriba del potencial de impacto
mas alto. En el distrito minero de Charcas encontramos el indice de riesgo mas alto,
gue fue de 103, seguido de Cedral con 22, después el Cerro de San Pedro con 12 'y
por ultimo Villa de la Paz con 7, lo cual puede indicar que las altas cantidades de
metales pesados pueden causar efectos adversos en las plantas como es una
inhibicion en la germinacion y crecimiento, estrés oxidativo, disminucion en el
contenido de clorofila, entre otros. Observamos diferencias significativas entre
Charcas y el Cerro de San Pedro y Villa de la Paz, pero no asi con Cedral, en los

sitios impactados.

Cedral es un sitio en donde se ubicaron haciendas de beneficio que
procesaban el mineral que procedia de las minas de Real de Catorce, el cual
utilizaban el método de patio (amalgamacién con mercurio); y que los distrito mineros
Cerro de San Pedro, Villa de la Paz y Charcas, tienen mas de 300 afios de
explotacion, lo cual ha generado grandes cantidades de residuos mineros, que
contienen altas concentraciones de metales y mezclas de estos. Por lo cual se puede
decir que en estas zonas hay un riesgo de que la biota, en este caso las plantas
presente un posible efecto, como podria ser por ejemplo a nivel celular, en donde
ciertos cationes pueden sustituir a otros que tiene alguna funcién biologica
importante dentro de la célula, si el Zn?** es reemplazado por Ni**, o el Be** por Mg*
en enzimas, éstas se desactivan y pierden su funcién. La sustitucién de Ca** por
otros metales en proteinas de la membrana provoca desordenes funcionales (Volke
et al., 2005). El arsénico en su forma inorganica (arseniato) inhibe la actividad de

enzimas que contiene grupos fosfato (P), y lo reemplaza en los grupos fosfato del
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ADN, lo que puede ocasionar una disminucion en la poblacién vegetal (Mehargy

Macnair, 1992; Patra et al., 2004).
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Figura 28. SQGQI en sitios de referencia e impactado con metales y metaloides.
Diferentes letras representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro
(CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se grafico la mediana y el rango
intercuartil. Se utilizo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Linea punteada marca el limite
del potencial de impacto mas alto para observar efectos biol6gicos adversos (1).

Control de calidad del ensayo cometa en células de raiz de haba.

Las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de las plantas en relacion a contaminantes
como los metales y metaloides en suelo son complejas. EI As es considerado
fitotdxico y se considera que afecta negativamente el crecimiento de las plantas
(Austruy et al., 2013). Los efectos fitotoxicos que provoca el As son marchitez,
clorosis, mortalidad, deshidratacion e inhibicién de la fotosintesis a concentraciones
en el suelo de 25 a 85 mg/Kg (Gonzéalez, 2006). En un estudio realizado por

Bandyopadhyay y Sharma (2000) se expusieron raices de cebolla (Allium cepa) a
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arsenito y arseniato de sodio a diferentes concentraciones (0, 0.1, 1, 10, 100, 1000

mg/L) por diferentes tiempos de exposicion: aguda a 6, 12, 18, 24 horas y; crénica a
48, 72, 96, 120 horas. Estos autores observaron que la frecuencia de division celular
fue reduciendo en ambos tratamientos, encontrando una relacion directa a la
concentracion del quimico y a la duracién de la exposicion. Concluyeron que la
exposicién prolongada a altas concentraciones de As puede dafiar el sistema
radicular y por lo tanto el desarrollo de las plantas, sin embargo es raro que la
acumulacion de As en plantas alcance niveles perjudiciales para los seres vivos,
debido a que el crecimiento de las plantas es reducido antes de que se alcancen

niveles toxicos.

Para el presente estudio se utilizaron raices de Vicia faba para llevar a cabo
controles de calidad para la técnica ensayo cometa, utilizando como agente
genotoxico el arsenito de sodio (AsNaO,), ya que en la literatura reportan que el
arsenito es mas fitotoxico que el arseniato, debido a que es soluble en agua. El
arsenico tiene la capacidad de reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las proteinas
afectado muchas enzimas que contienen este grupo. Ademas es un compuesto
similar al fosfato (P), por lo cual tiene la capacidad de reemplazar al P en el grupo
fosfato del ADN, interfiriendo en procesos fisiolégicos y bioquimicos de las plantas
(Patra et al, 2004). Diversos estudios se han realizado en diferentes plantas como H.
vulgare, Tradescantia, Allium cepa, Zea mays, Oryza sativa y Vicia faba para ver la
influencia del As en estas plantas. Observando una disminucion en el porcentaje de
germinacion, efectos negativos en el crecimiento de la raiz, anomalias
cromosomicas, reduccion en la actividad enzimatica (CAT, SOD, G-POX) y el indice
mitético, incremento en la frecuencia de micronudcleos asi como el aumento de dafio
al ADN (Marin et al., 1992; Gomez-Arroyo et al., 1997; Tu y Ma, 2003; Patra et al.,
2004; Duquesnoy et al., 2010).

En la Figura 29 se muestran la comparacion de los tratamientos (1, 10, 100
mg/L) de AsNaO, y el control negativo. Todos los tratamientos fueron
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significativamente diferentes entre ellos (p<0.05), tanto para el OTM como para el TL,

e igualmente fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) al control negativo. Los
valores promedio encontrados de OTM para cada tratamiento fueron: 14 para un
mg/L; 30 para 10 mg/L; y 42 para 100 mg/L de AsNaO,; y el control negativo tuvo un
OTM medio de 0.075. Por otro lado, los valores promedio de TL para cada
tratamiento fueron: 34 um para un mg/L, 70 um para 10 mg/L y 99 um para 100 mg/L
de AsNaOg; y el control negativo tuvo un TL medio de 0.4 pum.
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Figura 29. Dafio al ADN en células de raiz de haba inducido con AsNaO; bajo
diferentes tratamientos. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05),
utilizando una prueba de ANOVA de una via. CN: Control negativo. OTM: Olive Tail Moment.
TL: Tail Length.

Estos tratamientos se realizaron con la finalidad de generar dafio en las
células meristematicas de raices de Vicia faba y asi evaluar la sensibilidad y
factibilidad del ensayo cometa a diferentes concentraciones de un agente genotoxico,
en este caso el AsNaO,. Asi, el dafio al ADN (numero y longitud de cometas)
encontrado en estas células se puede relacionar con el aumento en las
concentraciones de AsNaO,, ya que se observo un incremento en la migracion del

ADN conforme aumentaba la concentracion de AsNaO, (Figura 30). En diversos
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estudios se comprob6 que Vicia faba es un buen bioindicador debido a que responde

a diferentes concentraciones de agentes genotoxicos, se ha visto que esta especie
es sensible en la deteccion de genotoxicidad de agentes ambientales y que puede
servir como primera alerta de la presencia de peligros ambientales en agua, aire y
suelo (Saghirzadeh et al., 2008).

Figura 30. Dano al ADN a diferentes concentraciones de AsNaO,. CN: control
negativo

Analisis de dafio al ADN en células de raiz de Vicia faba

Los efectos de los metales pesados en las plantas pueden afectar la reproduccion,
crecimiento, sobrevivencia y también puede provocar dafio genético (Olivares et al.,
2015). La genotoxicidad de metales pesados en plantas influye en la sintesis y en la
duplicacién del ADN. Los efectos se relacionan positivamente con la dosis de
metales pesados (Cheng 2003). Por ejemplo Béraud et al., (2007) evaluaron la
genotoxicidad del Cd en raices de Vicia faba, a través del ensayo de micronucleos, y
observaron una relacién positiva entre las concentraciones de Cd y el aumento de

micronucleos, asi como del tiempo de exposicion. En otro estudio se analizé la
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sensibilidad de Vicia faba y Allium cepa al Cd a través del ensayo cometa, donde

concluyeron que en ambas plantas, los valores del porcentaje de ADN en la cola
aumento significativamente de una manera dependiente de la dosis (Arya y
Mukherjee, 2014), sin embargo hay pocos estudios en donde se realiza un andlisis
de los efectos genotdxicos de suelos contaminados con metales pesados, donde
existe una interaccibn compleja de mezclas de metales pesados con otros

compuestos del suelo.

Para el presente estudio, se evalué el dafio al ADN en raices de haba
expuestas a suelos y residuos mineros, por medio del Olive tail moment (OTM) y la
longitud de la cola (TL, por sus siglas en ingles), que son los pardmetros mas
utilizados. En la Figura 31 se observa que los valores de OTM y TL fueron altos en
los cuatro sitios impactados mostrando diferencias significativas (p<0.05) con su sitio
de referencia. El sitio impactado en Cerro de San Pedro y Cedral supero 12 veces a
su sitio de referencia, Villa de la Paz 15 veces y, Charcas seis veces para OTM. Y
para TL, el sitio impactado en Cerro de San Pedro y Villa de la Paz supero siete
veces al sitio de referencia, Cedral seis veces y Charcas cinco veces. Con esto se
observa que en cada zona minera, el sitio impactado se encuentra superando por
mas de cinco veces a su sitio de referencia, lo cual demuestra el dafio genotéxico

gue la mezcla de metales pesados puede provocar.
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Figura 31. OTM y TL en nucleos de raices de Vicia faba expuestas a suelos y
residuos mineros de distintas zonas del estado de San Luis Potosi. * Representa
diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios impactados y los sitios de referencia para el
Cerro de San Pedro (CSP), Charcas (CHA), Cedral (CED) y Villa de la Paz (VDP). Se grafico
la mediana y el rango intercuartil. Se utilizé6 la prueba de U de Mann-Whitney. OTM:
Momento de la cola de oliva; TL: longitud de la cola

En la Figura 32 se muestran imagenes de algunos cometas observados
durante la contabilizacion de nudcleos en los sitios impactados Cerro de San Pedro,
Charcas, Cedral y Villa de la Paz. Se puede ver que en Cedral, la mayor parte del
ADN se encuentra en la cola del cometa y una poca parte en la cabeza, cabe
mencionar que fue el sitio con mas dafio. En comparacion con Charcas, que fue el
sitio con menos dafio al ADN, se observa que en la cabeza del cometa esta mejor
formada, es decir, mas densa; y la longitud de la cola del cometa es menor y con

menor concentracion de ADN.

En el Cuadro 10 se observan los valores obtenidos de OTM y TL para cada
sitio. Se puede ver que los valores mas altos los encontramos en los sitios
impactados en comparacion con los sitios de referencia. Podemos ver que Cedral,
fue el sitio que tuvo mayor dafio con un OTM de 14.6 y un TL de 32.2 pm.
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Figura 32. Cometas observados de raices de habas expuestas a muestras de
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Cuadro 10. Valores de OTM y TL en nucleos de raiz de Vicia faba.

Pardmetro Sitio Tipo de sitio Valores obtenidos
Cerro de San Pedro Referencia 0.8
Charcas Referencia 0.3
Cedral Referencia 1.1
OT™M Villa de la Paz Referencia 0.4
Cerro de San Pedro Impactado 9.7
Charcas Impactado 2
Cedral Impactado 14.6
Villa de la Paz Impactado 7.3
Cerro de San Pedro Referencia 3.6
Charcas Referencia 1.3
Cedral Referencia 5.2
TL Villa de la Paz Referencia 24
Cerro de San Pedro Impactado 26.8
Charcas Impactado 7.5
Cedral Impactado 32.2
Villa de la Paz Impactado 19.5

Los datos reportados son la mediana.
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Los resultados de cada sitio se pueden observar en la Figura 33, donde en el
orden decreciente de dafio de acuerdo al OTM en los sitios de referencia es Cedral >
Cerro de San Pedro > Villa de la Paz > Charca. Existen diferencias significativas
(p<0.05) entre Cedral con Charcas y Villa de la Paz, pero no asi con Cerro de San

Pedro (p>0.05). En los sitios impactados, Charcas es estadisticamente diferente

(p<0.05) a Cerro de San Pedro, Cedral y Villa de la Paz. Se observa un orden de
dafio de acuerdo al OTM de Cedral = Cerro de San Pedro = Villa de la Paz >
Charcas. Por otro lado, se observa que el TL es mucho mas alto en los sitios
impactados que en los sitios de referencia, donde podemos ver un orden de valores
de Cedral > Cerro de San Pedro > Villa de la Paz > Charcas para los sitios de
referencia y; para los sitios impactados Cedral = Cerro de San Pedro = Villa de la

Paz > Charcas.
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Figura 33. Dafo al ADN en nudcleos de raices de Vicia faba expuesto a suelos de
sitios de referencia y sitios impactados con metales pesados. Diferentes letras
representan diferencias significativas (p<0.05) entre Cerro de San Pedro (CSP), Charcas
(CHA), Cedral (CED), Villa de la Paz (VDP). Se graficé la mediana y el rango intercuartil. Se
utilizé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. OTM: Momento de la cola de oliva; TL:
longitud de la cola
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En cuanto a investigaciones realizadas por otros grupos (Cuadro 11), se

encontré que no existen muchos estudios realizados para evaluar la genotoxicidad
de suelos de sitios mineros a través de Vicia faba. Se puede ver en el Cuadro 11 que
a excepcion de la investigacion realizada por Kaur y colaboradores (2014), los
valores de OTM y TL reportados son mas altos que en el presente estudio. Zhang et
al., (2006), realiz6 un estudio en donde expuso a raices de Vicia faba a suelos
recolectados de una provincia de Fuyang Zhejiang en China, los cuales se
encontraban contaminados con mezclas de metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd),
obteniendo un OTM de 60 y un TL de 120 um, que comparados con los valores del
presente estudio, superan cuatro y tres veces, respectivamente, los valores

encontrados en el sitio impactado de Cedral.

Cuadro 11. Estudios realizados en Vicia faba por medio del ensayo cometa.

S't'.o Contaminante Concentracion Parametro Val,or del Referencia
estudiado parametro
Laboratorio Cr (VI) 0.25 mM OTM 12 Ka%i‘al"
Koppen 'y
Laboratorio CdCl, 10° M TL 76.21um Verschaeve,
CrCl3 89.18 um
1996
. OTM 15 Lin et al.,
Laboratorio Cd 1 mg/Kg TL 45 um 2005
Provincia de Mezcla de
Fuyang metales como OTM 60 Zhang et al.,
Zhejiang, Cu, Zn, Pby TL 120 pm 2006
China Cd

En el presente trabajo se analizaron algunas variables que pudieran explicar la
biodisponibilidad de metales a raices de Vicia faba, es por ello que se analizaron
parametros fisicoquimicos (ver Cuadro 4) y las concentraciones de metales en suelo
(ver Cuadros 5, 6, 7 y 8). De acuerdo con las concentraciones de metales, se pudo
observar que en todos los sitios impactados, hubo altas concentraciones de metales
y metaloides, Charcas y Cedral fueron los sitios con las més altas concentraciones,
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seguido del Cerro de San Pedro y Villa de la Paz. Sin embargo los parametros

fisicoguimicos nos dan una idea de lo que pasa en el suelo y la biodisponibilidad de
metales, por ejemplo, se obtuvo menos porcentaje de MO y arcilla en Cedral, lo cual
nos puede dar un indicio de que existe mas biodisponibilidad de metales en este
sitio. En el Cerro de San Pedro el pH fue acido (4.1) y la CE fue muy alta (1.3 dS/m),
por lo que se ha discutido anteriormente, el pH acido es uno de los parametros que
ayudan a la absorcion de metales hacia las plantas, causando dafio al ADN. En Villa
de la Paz se encontr6 el menos porcentaje de arcilla (5.6-6.7) y; en Charcas, los
valores de los parametros analizados (MO, pH, arcilla) fueron los mas altos junto con
las concentraciones de metales, lo cual puede explicar el bajo dafio al ADN en
nacleos de raiz de haba encontrado en este sitio (Cuadro 10), es decir, el alto
porcentaje de MO vy arcilla, pH basicos, y una baja conductividad, nos indica que
existe una baja biodisponibilidad y movilidad de metales, ya que la MO vy arcilla
ayudan a retener los metales en la fase sélida del suelo y el pH basico ayuda a

formar complejos, que son dificilmente absorbidos por las plantas.

Relaciones entre concentraciones de elementos, dafio al ADN y cofactores.

Para este estudio se decidié tomar en cuenta los dos primeros PC, debido a que
ambos explican el 73% de los datos, es decir, que explican la mayor parte de la

variabilidad original.

Cuadro 12. Porciento de variacion acumulada de cada componente principal

% Variacion

PC Eigenvalues % variacion
acumulada
1 8.24 48.4 48.4
2 4.19 24.6 73.1
3 1.62 9.5 82.6
4 1.04 6.1 88.7
5 0.733 4.3 93.0
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En el Cuadro 13 se observa que las variables que conforman el PC1 son la

MO, arcilla, conductividad eléctrica, Cu, Zn, As, Cd, Hg y el Pb. Y el PC2 se compone
de variables como el pH, Cr, Mn, B, Fe y Co. Es importante mencionar que para cada
variable se tomo6 en cuenta una carga factorial mayor a 0.25, que representan una

asociacion fuerte con el componente.

Cuadro 13. Cargas factoriales de cada componente principal con su respectiva
variable.

Variable PC1 Variable PC2

MO 0,268 pH -0,301
Arcilla 0,266 Cr -0,334

CE -0,3 Mn -0,382

Cu -0,294 B -0,447

Zn -0,32 Fe -0,269

As -0,285 Co -0,411

Cd -0,309

Hg -0,309

Pb -0,337

Se obtuvo el grafico de ordenacion en dos dimensiones del PC1 y PC2, en
donde se observa la variabilidad de las observaciones por sitios (Figura 34). Se
observa una agrupacion por sitio de referencia y contaminado en el PC1, en donde
se incrementa la variacion en las muestras de los sitios contaminados, esto debido a
las concentraciones de Pb, Hg, Cd, As, Zn y Cu, las cuales incrementan en los sitios
impactados y disminuyen en los sitios de referencia. Por otro lado en el PC2 se
observa un gradiente entre las zonas, compuestas principalmente de Mn, B, Fe, Coy
Cr, los cuales algunos de estos elementos son nutrientes para las plantas (Furini,
2012).
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Figura 34. Ordenacion de componentes principales por sitios.

Las relaciones que se muestran entre los metales y los sitios impactados son
debido a las actividades mineras presentes en los sitios (Figura 34). EI CP1 ordena a
los metales toxicos en funcion de su concentracion, es decir existe mayor cantidad
de As, Pb y una alta CE en los sitios impactados de Cerro de San Pedro y Villa de la
paz; y mayor cantidad de Hg, Zn, Cu, As y Cd en Cedral y en algunas muestras de
Villa de la Paz; por el contrario en los sitios de referencia que se agrupan del lado
derecho de la grafica, se observa que tienen un mayor porcentaje de arcilla y MO, los
cuales son parametros que ayudan a la retencion de metales y metaloides en el
suelo. Sin embargo en las zonas impactadas se mostrd un déficit o ausencia general
de materia organica en los suelos, este hecho es comun en zonas mineras (Cruz-
Guzman, 2007). En los distritos mineros de Villa de la Paz y el Cerro de San Pedro
se observa que hay asociaciones con el As y el Pb. Existen diversos estudios que
desde 1999 han reportado altas concentraciones de As (875-8,100 mg/Kg) y Pb
(633-4,013 mg/Kg) en suelo superficial del area urbana de Villa de la Paz, por Mejia 'y
colaboradores. Chavez en el 2012, realiz6 un estudio en este mismo distrito,
reportando concentraciones de 4,000-9,647 mg/Kg de As y 690-3,000 mg/Kg de Pb
en jales de estos sitios. Por otro lado, Rodriguez (2011) realiz6 un estudio en el
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Cerro de San Pedro reportando concentraciones que van desde 18 a 250 mg/Kg de

As y de 80 a 835 mg/Kg de Pb en el 2011. No hay reportes de investigaciones
realizadas en el sitio Cedral, sin embargo en este estudio se encontraron
asociaciones de Cu, Zn, Cd y Hg con el sitio impactado, esto pudiera deberse a que
en esta comunidad se ubicaron haciendas de beneficio que procesaban el mineral
gue procedia de las minas de Real de Catorce, utilizando el método de patio, el cual
es por amalgamaciéon con Hg, lo cual provoca una grave contaminacion en suelos
por Hg (Flores et al., 2012).

En la Figura 35 y 36 se presentan las asociaciones (r=0.80) entre el CP1 y el
dafio causado por algunos elementos analizados. Se observa que entre mayor CP1
menor dafio al ADN, tanto para OTM y TL. Esto debido a que las mayores
concentraciones de elementos toxicos (As, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb) se presentaron en los
sitios contaminados y en menor medida en los sitios de referencia, ademas que se
observaron altas concentraciones de arcilla y MO en los sitios de referencia. De
acuerdo a diversos estudios realizados en Vicia faba se puede decir que el dafio al
ADN es causado por las altas concentraciones de metales y metaloides presentes en
los sitios impactados. Por ejemplo, se ha estudiado que el Pb puede inducir roturas
de la cadena de ADN en el tabaco (Nicotiana tabacum L. var. xanthi) (Gichner et al.,
2008) y en altramuz (Lupinus luteus) (Rucinska et al., 2004) a concentraciones de
200 uM y 350 mg/L respectivamente, de nitrato de plomo [Pb (NOs3),]. En raices de
Vicia faba, el Pb acorta la fase mitética, prolonga la interfase y por lo tanto el ciclo
celular, ademas de causar estrés oxidativo provocando lesiones en el ADN a
concentraciones de 200 uM de [Pb (NOs3);] (Arya et al.,, 2013). En un estudio
realizado por Lin y colaboradores (2007) demostraron que el cloruro de cadmio
(CdCly) a concentraciones de 10 mg/L en células de hoja de V. faba causa
fragmentacion de las cadenas de ADN. Este autor menciona que el Cd es un
elemento fitotoxico causando efectos perjudiciales en la replicacion de cloroplastos y
la division celular, asi como una reduccion en la tasa fotosintética y por lo tanto una

inhibicion del crecimiento de las plantas. Asi mismo diversos estudios realizados en
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especies vegetales como Allium cepa, Tradescantia, H. vulgare, Oryza sativa, Zea

mays Yy Vicia faba reportan que el As es un elemento fitotoxico debido causa efectos
negativos en el crecimiento de raiz, anomalias cromosémicas, un incremento en la
frecuencia de micronucleos, reduccion en actividades enzimaticas asi como
fragmentacion en cadenas de ADN (Marin et al., 1992; Gémez-Arroyo et al., 1997; Tu
y Ma, 2003; Patra et al., 2004; Duquesnoy et al., 2010; Boccia et al., 2013).
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Figura 35. Relacién entre el OTM en funcién del CP1.
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Figura 36. Relacion entre el TL en funcion del CP1.

El CP2 (Figura 34) ordena los metales esenciales para las plantas como el
Mn, B, Fe y Co, en funcion de un gradiente con todos los sitios (independiente de su
grado de contaminacion). Se observa un mayor gradiente de concentracion de Fe,
Mn, y B en el sitio contaminado de Charcas en comparacion con los sitios
contaminados de Villa de la Paz y Cerro de San Pedro; por el contrario se observa un
pH acido y bajas concentraciones de Cr y Co en los sitios impactados de Villa de la
Paz y Cerro de San Pedro. Esto pudiera deberse a que existe un rango o intervalo
optimo de concentraciones de nutrientes en las plantas (Figura 37), sin embargo para
algunas especie vegetales no existe un rango de suficiencia de concentraciones de
nutrientes; cuando el nivel de nutriente en la planta se encuentra por debajo de la
zona de suficiencia ocurre una deficiencia del mismo, mientras que si esta por

encima probablemente ocurra una intoxicacion o toxicidad (Barbazan, 1998).
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Figura 37. Rango de suficiencia de concentraciones de nutrientes. Fuente:
Barbazan, 1998

En la Figura 38 y 39 se observan las asociaciones (r=0.38) entre el CP2 y el
OTM y el TL. Se observa que a mayor CP2 mayor dafio al ADN, esto pudiera
deberse a que las menores concentraciones de Fe, Mn, B, Cr, Co y pH acidos se
presentan en los sitios contaminados. Los elementos con funciones especificas y
esenciales en el metabolismo de las plantas se clasifican, segun su concentracion y
conforme a sus requerimientos para el adecuado crecimiento y reproduccion, en dos
grupos: macronutrientes y micronutrientes. El Fe, Mn, B, Co son micronutrientes
que en su ausencia provoca en las especies vegetales determinadas anormalidades
en su crecimiento y/o metabolismo (Raven et al., 1992; Kyrkby y Romheld, 2007). La
funcidon importante del Mn es activar ciertas enzimas en procesos metabdlicos
(Oliveira et al, 2006); el Co interviene en el metabolismo de los carbohidratos y de las
proteinas por su participacion en diversos sistemas enziméticos, asi como en la
sintesis de clorofila (Ortega y Malavolta, 2012); el B participa en la sintesis de
paredes celulares, en la integridad de la membrana, en metabolismos fendlicos, en
lignificacion y en el crecimiento reproductivo, por esta razon, en presencia de una
deficiencia de B, no crecen las raices nuevas y tampoco hay nuevas brotaciones
(Yamada, 2000); el Fe tiene como funciones importantes la sintesis de clorofila e
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integridad de cloroplastos, sistemas enzimaticos (ciclo de Calvin, citocromos,

omplejos proteicos, etc.) y la reserva de Fe (Raven et al., 1992; Juérez et al., 2007).
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Figura 38. Relacion del OTM en funcién del CP2.
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Figura 39. Relacion de TL en funcion del CP2.
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De acuerdo con los resultados presentados anteriormente, el dafio al ADN se

presentd en mayor medida en los sitios impactados de Cedral, Cerro de San Pedro y
Villa de la Paz (ver Cuadro 10), resultado de la biodisponibilidad y movilidad de
metales y metaloides debido a las bajas concentraciones de MO, arcilla, un pH mas
acido y alta conductividad eléctrica (ver Cuadro 9), cabe mencionar que el sitio
impactado con mayores concentraciones de metales y metaloides fue Charcas
seguido de Cedral, Cerro de San Pedro y Villa de la Paz. Sin embargo en Charcas se
obtuvieron los mayores porcentajes de MO, arcilla, pH béasicos y baja conductividad,
lo cual ayuda a la retencion de metales pesados en la fase sélida del suelo y con ello
la disminucion de la absorcién de metales a las plantas, llevando a un menor dafio al
ADN.
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CONCLUSIONES

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas de los suelos y residuos mineros
recolectados de las cuatro zonas mineras, en donde se observaron diferencias
significativas entre los suelos y residuos mineros. La diferencia entre los sitios de
referencia y los impactados se debe a las concentraciones de metales pesados como
Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb, Fe, Co, Mo y metaloides como el As y B. El orden
decreciente del porciento de MO en los sitios impactados fue Charcas > Villa de la
Paz > Cerro de San Pedro > Cedral; en la concentracion de arcilla fue Charcas >
Cerro de San Pedro > Cedral > Villa de la Paz; en el pH fue Cedral > Villa de la Paz >
Charcas > Cerro de San Pedro y; en la CE fue Cerro de San Pedro > Charcas > Villa
de la Paz = Cedral. En los sitios de referencia se observaron altas cantidades de MO,
arcilla, pH bésicos y baja CE, mostrando diferencias con respecto a su sitio
impactado. Las propiedades fisicoquimicas indican la biodisponibilidad de metales
pesados para las plantas, y por ello, es importante tomarlas en cuenta en la

investigacion de suelos contaminados con metales pesados.

Las concentraciones de los metales y metaloides analizados en las zonas
mineras muestran diferencias significativas entre los sitios de referencia y los sitios
impactados. Se determinaron que algunas concentraciones de metales (Ni, Zn, Pb,
As, Cd, Hg, Cu) superan la Guias de Calidad Ambiental Canadiense y la regulaciéon
nacional, la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 de uso residencial o agricola. En el
sitio impactado de Charcas, donde no se registran estudios previos, se mostraron las
mas altas concentraciones de Cr, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb, Fe, Co y B. En el sitio
impactado Cedral se mostré altas concentraciones de Mn y Mo al compararlo con las
demas zonas impactadas. En Cerro de San Pedro se encontraron altas
concentraciones de Ni; y en Villa de la Paz de As. Cabe mencionar que estos sitios
han tenido actividad minera desde hace mas de 200 afios, lo cual ha provocado la

liberacion en extensas areas de metales y metaloides, los cuales provocan
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contaminacion ambiental capaz de alterar a los ecosistemas que se encuentran en

areas circundantes a estos residuos.

Con base en los resultados obtenidos en la realizacion de tratamientos de
AsNaO, se puede decir que se comprobo la sensibilidad y factibilidad del ensayo
cometa en las células meristematicas de raices de Vicia faba, debido a que el dafo
al ADN (numero y longitud de cometas) encontrado en estas células se puede
relacionar con el aumento en las concentraciones de AsNaO,, ya que se observé un
incremento en la migracion del ADN conforme aumentaba la concentracion de
AsNaO,. En diversos estudios se comprobd que Vicia faba es un buen bioindicador
debido a que responde a diferentes concentraciones de agentes genotéxicos, se ha
visto que esta especie es sensible en la deteccion de genotoxicidad de agentes
ambientales y que puede servir como primera alerta de la presencia de peligros

ambientales en agua, aire y suelo.

En cuanto a la genotoxicidad de las muestras recolectadas con nucleos de
células de raiz de Vicia faba, se observaron diferencias entre los sitos de referencia y
los impactados, encontrando un mayor dafio al ADN en estos Ultimos. Se mostré un
mayor dafio al ADN en Cedral, Cerro de San Pedro y Villa de la Paz con respecto a
Charcas, en los sitios impactados. Se encontré que no existen muchos estudios en
donde se evalué la genotoxicidad de residuos mineros a través de células de Vicia
faba, casi todos los estudios realizados son a concentraciones conocidas de algun
tipo de metal (As, Cr, Cd) que se sabe que causa dafio al ADN. En el presente
estudio, ademas de evaluar la genotoxicidad de suelos y residuos mineros, se
analizaron algunas variables que pudieran explicar la biodisponibilidad de metales a
raices de Vicia faba, es por ello que se opté por analizar los parametros
fisicoguimicos y las concentraciones de metales. La informacion encontrada dio
indicios para conocer que pasa en los residuos mineros y la biodisponibilidad de
metales. Se encontraron altas concentraciones de metales en el sitio impactado en

Charcas, sin embargo fue el sitio con menor dafio al ADN de los cuatro sitios, esto
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debido a que las concentraciones de MO vy arcilla fueron altas, se obtuvieron pH

basicos y una baja CE, lo cual nos indica que existen factores que ayudan a la
retencién de metales en el suelo y a una baja movilidad de los mismo, siendo estos
menos absorbidos por las raices de las plantas, y por lo tanto, causando un menor
dafio al ADN.

Por ultimo se observé una asociacion entre los metales toxicos como el Pb,
As, Hg, Zn, Cu con los sitios impactados de Cerro de San Pedro, Villa de la Paz y
Cedral. Y por otro lado, en los sitios de referencia se encontré una asociacion con la
MO, arcilla Co, Mn, Fe y B, que son elementos esenciales para las plantas; ademas
gue la MO vy la arcilla ayudan a la retencion de metales en el suelo, por lo cual se da
una relacion de la baja absorcion de metales téxicos en los sitios de referencia
causando un menor dafio al ADN de las células meristematicas de raices de Vicia
faba, las cuales tiene como funcién el crecimiento a través de la division celular para

formar nuevos tejidos diferenciados en la planta.
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RECOMENDACIONES

Realizar evaluaciones de riesgo integral en las zonas afectadas, sobre todo en
Charcas, debido a que no existen antecedentes de la contaminacion por
metales y metaloides en este sitio. Se deberia realizar monitoreo a largo plazo
con el fin de determinar si las altas concentraciones de estos metales podrian
causar dafios mas graves a plantas, animales y humanos, asi también para
conocer hasta donde se ha dispersado la contaminacion y que estrategias se

pueden emplear para disminuir los efectos en la biota y en los humanos.

Realizar una estandarizacién previa de la técnica ensayo cometa para no
provocar dafio al ADN por luz, concentraciones de soluciones, tiempos de
desenrollamiento o electroforesis elevados. Para el presente estudio se
realizaron diversas modificaciones en la técnica tales como en los tiempos de
desenrollamiento, electroforesis, las concentraciones de agarosa regular y de

bajo punto de fusién, tipos de corte de las raices, entre otros.

Aumentar el tamafio de las muestras, incluir un tipo de cultivo de los lugares
afectados, y llevar a cabo un monitoreo en plantas a distintas distancias del

lugar impactado.
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ANEXO 1

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ENSAYO COMETA

Preparaciéon de agarosa regular al 0.8%

Se pesa 0.08 g de agarosa regular (Tipo II-A, SIGMA-ALDRICH) y se disuelve
en 10 mL de agua desionizada. Para disolverla se utiliza el horno de microondas
durante ocho segundos y se agita, este paso se repite hasta que se disuelva
completamente. La agarosa se vierte en tubos de ensayo y se colocan en un bafio

hamedo a una temperatura de 50°C.
Recomendaciones.

s La agarosa debe de disolverse completamente, sin dejar residuos en
suspension por lo que debe de tener una tonalidad completamente
transparente.

% Esta solucion se debe preparar cada vez que se realice el ensayo.

% La agarosa no debe de hervir.

% No dejar que se solidifique.

% Se debe preparar el dia de su uso

Preparaciéon de agarosa bajo punto de fusién al 1%

Se pesan 0.1 g de agarosa de bajo punto de fusién (BioReagent, for molecular
biology, SIGMA-ALDRICH) y se disuelven en 10 mL de agua desionizada. Para
disolverla se utiliza el horno de microondas durante ocho segundos y se agita, este
paso se repite hasta que se disuelva completamente. La agarosa se vierte en tubos

de ensayo y se colocan en un bafio himedo a una temperatura de 37 °C.
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Recomendaciones.

L X4

%

*
°e

53

A

La agarosa debe de disolverse completamente, sin dejar residuos en
suspension por lo que debe de tener una tonalidad completamente
transparente.

Esta solucion se debe preparar cada vez que se realice el ensayo.

La agarosa no debe de hervir.

No dejar que se solidifique.

Se debe preparar el dia de su uso

Preparaciéon de agarosa bajo punto de fusién al 0.5%

Se pesan 0.05 g de agarosa de bajo punto de fusion (BioReagent, for

molecular biology, SIGMA-ALDRICH) y se disuelven en 10 mL de agua desionizada.

Para disolverla se utiliza el horno de microondas durante 8 s y se agita, este paso se

repite hasta que se disuelva completamente. La agarosa se vierte en tubos de

ensayo y se colocan en un bafio hUmedo a una temperatura de 37 °C.

Recomendaciones.

D)

*,

X4

X/
L X4

X/
£ %4

La agarosa debe de disolverse completamente, sin dejar residuos en
suspension por lo que debe de tener una tonalidad completamente
transparente.

Esta solucion se debe preparar cada vez que se realice el ensayo.

La agarosa no debe de hervir.

No dejar que se solidifique.

Se debe preparar el dia de su uso.
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Preparacion de la solucion amortiguadora para la electroforesis pH >13

% Soluciéon madre de NaOH 10N
Se pesan 200 g de NaOH para disolverse en 500 mL de agua desionizada. La
solucién debera prepararse en la campana de extraccion, agregando las perlas de
NaOH paulatinamente en un vaso de precipitado con agua desionizada hasta
disolverse. Se afora en un matraz de 500 mL y se filtra con papel Whatman No.1

para su almacenaje en un frasco ambar etiquetado, a 4°C.

% Solucién madre de EDTA 200 mM pH 10
Se pesan 7.44 g de EDTA para disolverse en 100 mL de agua desionizada; cuando
el reactivo este disuelto, se mide el pH, el cual debe de ser de 10. Para ajustar el pH,
con una pipeta Pasteur se debe agregar gota a gota NaOH para elevar el valor de pH
0 en caso de que exceda el valor de 10, se debera de aplicar HCI para ajustar el
valor de pH. La solucion se afora en un matraz de 100 mL y se filtra posteriormente
con papel Whatman No. 1 para su almacenaje en un frasco ambar debidamente

etiquetado, a 4°C.

Finalmente, para preparar la solucibn amortiguadora para electroforesis se agregan
30 mL de la solucién de NaOH 10 N, 5 mL de la solucion de EDTA 200 mM y 950 mL
de agua desionizada en un vaso de precipitado de 1 L. Posteriormente de mezclar
con un agitador, se mide el pH, el cual debe tener un valor de 13 o0 mayor. Se ajusta
el pH con NaOH 10 N o HCI concentrado si es necesario. Se afora la solucion a 1000
mL y se filtra con papel Whatman No. 1 para su almacenaje en un frasco ambar

etiquetado, en el cuarto frio.
Recomendaciones.

% Hacer uso de un agitador magnético para facilitar la disolucion de los
reactivos.

% La solucién se puede almacenar durante 30 dias a 4°C.

% Almacenar en frasco ambar

% Agregar paulatinamente el NaOH y el EDTA hasta disolverse.
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% La solucion de EDTA debera de almacenarse en frio y protegerse de la luz.

% Se debera calibrar el potencidmetro antes de las mediciones.

% La solucion amortiguadora para electroforesis debe de permanecer fria para
su utilizacién.

% Se puede utilizar las soluciones de hidroxido de sodio (NaOH, 10 N) y de

EDTA (200 mM) para preparar posteriores soluciones de electroforesis.

Preparacién de la solucion de Tris-HCI 0.4 M pH 7.5

Se pesan 31.52 g de Tris-HCI para disolverse en 500 mL de agua desionizada.
Posterior a la mezcla, se mide el pH, el cual debera tener un valor de 7.5. Para
ajustar el pH se utiliza la solucion de NaOH 10 N o HCI concentrado. La solucion se
afora a 500 mL y se filtra con papel Whatman No. 1. Se almacena en un frasco

ambar debidamente etiquetado a 4 °C.
Recomendaciones.

% EI Tris-HCI deberd agregarse de forma paulatina en un vaso de precipitado
con agua desionizada hasta disolverse.
% La solucién puede prepararse con la ayuda de una placa con agitador.

X/
X4

% Se debe calibrar el potencibmetro antes de realizar las mediciones.

>

» La solucion debera estar fria para su utilizacién.

)

% La solucion se puede almacenar durante 30 dias a 4°C
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Preparaciéon del amortiguador fosfato salino (PBS) pH 7.4

Para preparar 100 ml de amortiguador se requieren los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracién Cantidad
NacCl 137 mM 0.800g

Na;HPO,4 10 Mm 0.144qg
KCI 2.7 mM 0.020g

KH,PO,4 2mM 0.0249

Disolver todos los reactivos en 80 ml de agua desionizada, cuando se complete la
disolucion se ajusta el pH a 7.4 con HCI, posteriormente se afora a 100 ml. Se

guarda en frasco ambar a temperatura de 4 °C por un maximo de dos meses.

Preparacion de la solucion de trabajo de bromuro de etidio 0.05 mM
Para preparar la solucion de stock se pesan 0.002 g de bromuro de etidio y se
disuelven en 10 mL de agua desionizada. Se debe almacenar en frasco ambar o en

un tubo cénico de polipropileno cubierto con papel aluminio.

A partir de la solucion anterior, se toma 1 mL y se disuelve en 9 mL de agua
desionizada. La solucion de trabajo de bromuro de etidio debe ser protegida de la
luz, almacenandose en un frasco &mbar o en un tubo cdénico de polipropileno cubierto

con papel aluminio.
Recomendaciones.

» Se deben de usar guantes de nitrilo para la manipulacién del bromuro de
etidio.
» Euvitar el contacto del bromuro de etidio con la piel.

» Mantener protegida de la luz la solucion de bromuro de etidio.
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» Usar mascarilla industrial con filtros al momento de manipular el bromuro de

etidio, debido a que es altamente cancerigeno, y su principal via de exposicion

es la inhalatoria.

Preparacion de camas de electroforesis.
Se limpian portaobjetos esmerilados con trozos de papel en forma de cuadros
y se colocan en una charola forrada de aluminio para ser rotuladas por la parte

esmerilada para su identificacion.

A cada portaobjeto se le colocan 100 puL de agarosa regular al 0.8% y se distribuye
uniformemente a lo largo de éste, se colocan en charolas y se secan de 60 a 70°C
durante 10 minutos. Al estar secas las camas de electroforesis se almacenan en

cajas porta-laminillas.

Recomendaciones:

*
°e

Lavarse las manos con jabon antes de hacer las camas de electroforesis y

dejar secar a temperatura ambiente.

% Se debe de cubrir uniformemente la agarosa regular a lo largo de cada
portaobjetos.

% No dejar residuos del papel en los portaobjetos esmerilados.

% No usar las camas de electroforesis después de un mes.
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