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RESUMEN

La mineria en México y en especifico el estado de Querétaro es considerada como una
fuente de empleo y de generacion de residuos que provocan contaminacion. En el
municipio de Pinal de Amoles se encuentra una mina situada a orillas del Rio Escanela,
cuya principal explotacién es la plata, plomo y zinc, generando residuos que llegan a
contaminar este cauce. En el afio de 2006 fueron observados peces de especie
Astianax mexicanus (sardinita mexicana) con malformaciones en la espina dorsal. En
un sitio cercano a la mina. Estos hallazgos motivaron a la realizacion de este estudio
cuyos objetivos fueron determinar la concentracion de metales pesados en agua,
sedimento y renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum. En este estudio fue
utilizado el método electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa), para determinar la
genotoxicidad y espectrometria de masas con plasma acoplado por induccion (ICP-MS)
para determinacion de metales pesados en agua, sedimentos y renacuajos. Los
resultados revelaron la presencia de plomo en tres matrices estudiadas. Las
concentraciones de plomo en renacuajos fue de 5.8 a 263.5 pg/g rio arribay 0.1 a 201.1
Hg/g rio abajo; en agua fueron entre 0.01 y 3.51 ug/L rio arriba, y de 0.85 y 38.08 ug/L
rio abajo de la mina; los sedimentos fueron 499.2 a 14254.7 ug/g rio arriba y de 835.7 a
5925.8 ug/g rio abajo. En los renacuajos fue detectado mayor dafio genotoxico en los
puntos rio abajo de la mina; este dafo fue determinado en las caracteristicas, longitud
de cauda, con valores maximos de 9.1 um, en puntos rio abajo de la mina contra un
valor maximo de 4.3 um, en los puntos rio arriba de la mina. En momento de Olive fue
12.9 contra 3.96; y momento de cauda fue 13.9 contra 3.16 rio abajo contra rio arriba
respectivamente. Los resultados obtenidos nos indican que el plomo, puede estar
causando dafio genotoxico en renacuajos nativos de la especie Ecnomiohyla
miotympanum.

(Palabras clave: Ecnomiohyla miotympanum, electroforesis unicelular alcalina, espectrometria
de masas con plasma acoplado por induccion, genotoxicidad, plomo).



ABSTRACT

Mining in Mexico and specifically in Querétaro, is considered a source of employment
and generation of wastes that cause pollution. In the town of Pinal de Amoles, there is a
mine located on the banks of River Escanela, which holds mainly silver, lead and zinc,
causing contamination of the sewage reaching the runway. In 2006, fish species
Astianax mexicanus (sardinita mexicana) were observed with malformations in the
spine, at a site close to the mine. These findings led to the completion of this study
which has the objective of determining the concentration of heavy metals in water,
sediment and tadpoles of the species Ecnomiohyla miotympanum. In this study, we
used the alkaline single cell electrophoresis method (comet assay) to determine the
genotoxicity and mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS) for
determination of heavy metals in water, sediment and tadpoles. The results revealed the
presence of lead in the three matrixes studied. Lead concentrations in water were
between 0.01 and 3.51 pg/L upstream and 0.85 and 38.08ug/L downstream from the
mine; the sediments were from 499.2 to 14254.7ug/g upstream and 835.7 to
5925.8ug/g, downstream. In tadpoles, they were from 5.8 to 263.5ug/g upstream, and
0.1 to 201.1pg/g downstream. In tadpoles an increase of genotoxic damage was
detected at points downstream from the mine; this damage was determined in three
parameters, tail length, with a maximum of 9.1um downstream of the mine against a
maximum value of 4.3 um, upstream of the mine. In Olive moment was 12.9 against
3.96, and tail moment was 13.9 to 3.16 downstream from upstream, respectively. The
results obtained indicate that lead may be causing genotoxic damage in tadpoles of the
native species Ecnomiohyla miotympanum.

(Keywords: Ecnomiohyla miotympanum, alkaline single cell electrophoresis, inductively
coupled plasma mass spectrometry, genotoxicity, lead).
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L INTRODUCCION

La industria minera en nuestro pais ha sido una fuente de explotacién importante desde
hace mas de 600 afios, y un problema de contaminacion en muchos ecosistemas. El
Rio Escanela es uno de estos casos, situado en el municipio de Pinal de Amoles en el
estado de Querétaro, y que esta dentro de la reserva de la biosfera de la Sierra Gorda
(Enciclopedia de Municipios, 2005). Esta actividad trajo consigo un gran desarrollo
econdémico en esta zona geografica del pais generando asentamientos humanos cerca
de donde eran explotadas las vetas mineras de oro y plata. Las actividades mineras
continlan desarrollandose en el Rio Escanela de Pinal de Amoles y no se ha
considerado el dafio al medio ambiente que se est4 provocando. En la ribera del Rio
Escanela, se encuentra una mina que se viene explotando desde hace mas de 600
afos. En este lugar, se extrae mineral y es llevado a otro lugar para procesarlo. Sin
embargo, parte de material es arrojado al rio. Este material esta aportando al rio
alteraciones en las composiciones fisicas y quimicas en rio, por lo tanto dicha
explotacion, ha generado acumulacion, liberacion y dispersion de metales tales como
plomo, cadmio, cobre, zinc, fierro, manganeso vanadio y arsénico al medio ambiente

afectando el recurso hidrico.

En el presente estudio se determinaron las concentraciones de algunos metales
pesados en un transecto seleccionado de 6 puntos sobre el Rio Escanela, tres puntos
fueron seleccionados arriba de la mina y tres puntos rio abajo del nivel de la mina. Se
determind plomo; en agua, sedimentos y renacuajos, lo que sugiere que la
contaminacion provocada por la actividad de la mina cercana al Rio Escanela, pudiera
estar causando dafio genotoxico a renacuajos de la especie Ecnomiohyla
miotympanum. Para valorar la importancia de la aportacién de metales pesados por
parte de la mina, hacia el rio, se establecieron tres puntos rio arriba vy tres rio abajo de
la mina, determinandose en agua concentraciones de plomo y dafio genético. Se
compararon para determinar diferencias estadisticas significativas que nos indiquen que

la mina esté afectando a la especie nativa del renacuajo Ecnomiohyla miotympanum.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Contaminacion

En muchos procesos de fabricacion se generan subproductos y residuos que
son transportados por el agua y aire, éstos a veces resultan mas toxicos que las
materias primas, por lo tanto las sustancias quimicas experimentan una serie de
transformaciones fisicas y quimicas incluida su contaminacion con otros productos
guimicos que aumentan su toxicidad (Vega,1985). Como consecuencia de estas
transformaciones quimicas, puede ocurrir que un producto relativamente inofensivo se
convierta en un producto toxico en el medio ambiente, incluso que ingrese en la cadena
alimenticia y se acumule en los organismos, los cuales finalmente pueden llegar a ser
consumidos por el ser humano. Esos compuestos se pueden comportar como
carcindégenos y teratégenos o bien, pueden tener efectos que afecten la salud de
organismos y ecosistemas, sin embargo se desconoce mucho acerca de estos aspectos
(Cortés-Eslava, 1993).

2.2 La mineria en México

La mineria en México tiene gran importancia histérica, porque ha sido una
fuente importante en el desarrollo social, politico, econémico vy religioso. Nuestro pais
tiene enormes riquezas de recursos naturales y entre ellos estan los metales preciosos
como el oro y la plata. La mineria se remonta desde nuestros antepasados indigenas.
Poco se sabe acerca de las técnicas de explotacion que utilizaban nuestros
antepasados ya que solo contaban con herramientas de piedra y de vegetales las
cuales con el esfuerzo fisico realizaban las actividades mineras. No conocian el hierro,
sin embargo, recuperaban metales de las minas. Algunos historiadores mencionan que
los aztecas en la época de Moctezuma recibian tributo en minerales de 18 provincias.

En estas se encontraban las minas del Cerro del Aguila en Guerrero donde se



explotaba el cobre, el Cerro de Navajas para la explotacion de obsidiana, en San
Joaquin, en el Fuerte de Ranas en el estado de Querétaro para el mercurio y en Taxco
Guerrero, el estafio. El conocimiento de los indigenas acerca de las minas era tal que

guiaban a los conquistadores hasta los lugares de riqueza mineral (Vargas, 1949).

A través de los afios, México ocupd un lugar importante en la produccién de
metales preciosos, principalmente en plata, ya que tenia la mayor cantidad de minas de
plata en la época de la colonia. La plata era muy demandada en Europa y casi toda era
aportada por la corona espafiola que le llegaba de la explotacién en México. El oro solo
se le consideraba acompafiante de la plata, llamados metales preciosos actualmente,
siempre estaban acompafiados de impurezas de otros metales como plomo, cobre y
zinc; esta situacion fue un reto para el hombre encontrar mejores procesos fisicos y
guimicos para obtener metales mas puros, entre los cuales estan la fundicién, la
amalgamacion con mercurio, después la lixiviacion con acido clorhidrico e hiposulfito de
sodio, cianuracion y por ultimo la flotacion quimica. Es importante resaltar el hecho de
que la mineria es una medida del progreso de la humanidad y México no fue la
excepcion, ha tenido grandes riquezas minerales las cuales han sido explotadas para
crear riqueza, poder politico, social y religioso. Estos poderes han tenido transiciones a
través de los afios y han pasado de unas manos a otras, incluyendo capitales
extranjeros. Actualmente, se siguen explotando y las ganancias son afectadas por el
control de precios de los mercados internacionales que se mueven acorde a los
beneficios particulares de algunos cuantos. México actualmente tiene yacimientos
mineros en 32 entidades federativas con explotacion principal de 10 minerales (oro,
plata, plomo, cobre, zinc, fierro, coque, azufre, barita y fluorita) y se encuentra

posicionado a nivel nacional e internacional (Cuadro 2.1).



Cuadro 2.1. Produccién de algunos metales en Méxi  co

Lugar en México en

Metal Estado Volumen México el Mundo
Durango 8567 Kg 1°

Oro Sonora 5895 Kg 2° 9°
Querétaro 1363 Kg 3°

Plata Zacatecas 1345130 Kg 1°
Durango 411 568 Kg 2° 3°
Chihuahua 264 440 Kg 3°

Cobre Sonora 349 227 Ton 1°
Zacatecas 24 944 Ton 2° 11°
San Luis 18 072 Ton 3°
Potosi

Plomo Zacatecas 51 904 Ton 1° 5o
Chihuahua 43 379 Ton 2°
Durango 8 590 Ton 3°

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



2.3 La mineria en Querétaro

La zona minera en el estado de Querétaro se encuentra ubicada en la Sierra
Gorda, zona montafiosa, sefial natural de la posible existencia de minerales en el
interior de la corteza terrestre. En el afio de 1552, cuando los espafioles descubrieron el
proceso de amalgamacion, iniciaron de manera importante en todo México la
explotacion de la mineria y fueron creadas pequefias poblaciones en la Sierra Gorda
Queretana donde anteriormente se sabia de la existencia de minas y también surgieron
nuevos descubrimientos de sitios mineros principalmente en los municipios que ahora
se conocen como San Joaquin, Pefiamiller, Cadereyta de Montes y Pinal de Amoles. En
estos pueblos, hubo un importante desarrollo de la mineria, lo que generd la creacion
de comunidades de gran desarrollo econOmico. También existia una gran poblacion de
pueblos indigenas como los Otomies, Jonaces, Pames y Chichimecas que se oponian
al desarrollo y conquista de las tierras que por siglos habian sido dominadas por ellos.
En la Sierra Gorda hubo a través de su historia grandes desarrollos econdémicos,
sociales politicos y religiosos, viéndose beneficiados en diferentes escalas los duefios
de las minas, poderosos hacendados, Virreyes y la comunidad con fuentes de trabajo,
hasta la Corona Espafiola que se beneficiaba con los tributos en oro y plata de estos
lugares (Vargas, 1949).

La Sierra Gorda queretana ha tenido las ventajas para el desarrollo de la
mineria con grandes extensiones para los procesos de obtencion del oro y plata. A
través de los afios han existido varias técnicas para los procesos de extraccion y
obtencion de metales preciosos; El proceso de amalgamacion con mercurio estuvo a la
vanguardia por mas de 200 afios en la Nueva Espafia y posteriormente se conocio la
cianuracion, lixiviacion y flotacion quimica. El agua necesaria para estos procesos de
extraccidon entra al proceso como agua limpia y después sale contaminada con metales
pesados y productos quimicos utilizados en los procesos para la separacion y
concentracion de los metales preciosos, estas aguas son vertidas a cuencas y suelos

(Enciclopedia de Municipios, 2005).



2.4 Problemética de la mineria en Pinal de Amoles

El Municipio de Pinal de Amoles, cabecera municipal con el mismo nombre, se
localiza en las siguientes coordenadas, N 20°58 — 2121" , O 99°26°- 99243", con una
distancia aproximada de 153 km desde la capital del Estado de Querétaro. EI Municipio
de Pinal de Amoles representa el 6.4% (705.4km?) de la superficie total del estado de
Querétaro. Colinda al Norte con los municipios de Arroyo Seco y Jalpan de Serra, al
este con Jalpan y San Joaquin, al Sur con San Joaquin, Cadereyta de Montes y
Pefiamiller, al oeste con Pefiamiller y el estado de Guanajuato (INEGI, 2005). Pinal de
Moles se encuentra en la parte alta de la sierra queretana a 2320 metros sobre el nivel
del mar con clima templado subhimedo con temperaturas promedio de 20C, muy frio
en invierno y caluroso en verano. La vegetacion caracteristica es de bosques de pino y
encino. Esta region forma parte de la Reserva de la bidsfera declarada por el Gobierno
Federal Mexicano en mayo de 1997 y declarada como reserva de la biésfera mundial
por la UNESCO en el afio 2001 (figura 2.1).
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Figura 2.1 Ubicacion del Rio Escanela en la Sierra Gorda. Una elipse en el
centro identifica el sitio de estudio, en el Municipio de Pinal de Amoles Querétaro
(UNESCO MAB Biosphere Reserves. 2001).




A finales del siglo XVI la region del semidesierto y el Cerro Gordo, ahora
llamado por su extension Sierra Gorda, fueron descubiertas las minas de Maconi, ahora
llamado Municipio de Cadereyta de Montes, con ricos yacimientos de plata coincidiendo
en 1599 con los yacimientos de Real de Escanelas. Estos lugares eran habitados por
Chichimecas, Pames y Jonaces. En 1606 fue descubierto el Mineral de San José
Términos de Escanela hoy Pinal de Amoles. En 1609, se le dio a este lugar la categoria
de Alcaldia Mayor Real y Minas de Escanela comprendiendo su jurisdiccion los actuales
municipios de Arroyo Seco, Jalpan de Serra, Landa de Matamoros, Pinal de Amoles,
San Joaquin, Pefiamiller y Cadereyta de Montes. En 1675, Escanelas paso a Cadereyta
por la decadencia del volumen de plata (Vargas, 1949).

2.5 Contaminacion por actividad minera

La mineria es considerada una de las actividades de mayor impacto ecolégico a
nivel mundial provocada por el hombre porque altera la composicion del agua, suelo y
aire, causando la alteracion de la superficie por las actividades mineras, por la creacién
de caminos, hoyos de perforacion, fosas, sitios de preparacién, movimientos de tierras
y la contaminacion visual del paisaje. Del material extraido, el mayor porcentaje es
residuo (al menos del orden de 99.9998%) este residuo viene acompafado de acuerdo
a los parametros y naturaleza del terreno con metales pesados, los cuales son
peligrosos para la biodiversidad de las especies, incluyendo el hombre. Las actividades
mineras afectan la superficie de la tierra y su entorno en general, contaminan el aire,
afectacion de las aguas superficiales y subterraneas, afectacion de suelos, sobre la
flora con la eliminacion de vegetales en las areas de explotacion, sobre la flora y fauna
de la superficie y la que vive en los rios. El ruido influye sobre las poblaciones, y el
conflicto entre personas por el derecho de la tierra y el surgimiento de asentamientos
sin control; cambios en el microclima y un considerable impacto escénico en la
naturaleza (AETCO-AT, 2001).
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2.6 Contaminacion por metales pesados

Los metales pesados conocidos con este nombre por su alta densidad son:
mercurio con 13.1 g/cm?®, talio 11.85 g/cm?® plomo 11.3 g/cm®, cadmio 5.7g/cm?,
arsénico 2.7g/cm?®, Aluminio 2.70g/cm® y berilio 1,85g/cm®. Son considerados téxicos
para el hombre y también presentan un problema serio al ecosistema, ya que algunos
de sus compuestos son solubles en agua o bien son depositados en suelos. Estos
metales pesados normalmente se encuentran en la naturaleza en la corteza terrestre en
forma de sales. Cuando estas concentraciones son modificadas por actividades
antropogénicas, las concentraciones se modifican y empiezan a generar un

desequilibrio ecoldgico en el al agua, suelo y aire. (ATSDR, 2007)

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

niveles altos de Arsénico pueden causar la muerte (ATSDR, 2007).
2.7 Contaminacion por desperdicios mineros.

La actividad antropogénica en la industria minera promueve diferentes
alteraciones en la superficie de la tierra asi como en el agua y aire. Estas alteraciones

inician desde el movimiento de tierras en la corteza terrestre, las cuales pueden ser

superficiales o subterraneas.
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Los residuos que son generados en el proceso de extraccion de los minerales a
los cuales se le han agregado compuestos quimicos se les llaman jales, los cuales
inundan grandes areas de terreno a cielo abierto. Los jales, suelen estar contaminados
con metales pesados, cianuros y acidos, los cuales cambian los parametros naturales

del suelo y el agua.

En la actualidad los residuos mineros representan un problema y a través del
tiempo se han acumulado en diferentes lugares del mundo y adn contindan
contaminando el medio ambiente. Algunos autores consideran las actividades mineras
como la nimero uno en contaminacion ambiental a nivel mundial (Cardamone y col,
1984). Paises desarrollados de Europa y aun en Estados Unidos de Ameérica, han
iniciado la recuperacion de aquellos sitios fantasmas no habitables contaminados por la
industria minera. Estos sitios superan la normatividad existente para Europa y Estados
Unidos de América de 400ppm para areas de juego (EPA, 2001).

2.8 Contaminacion por plomo

El plomo se encuentra en la corteza terrestre en pequefas cantidades (0.002%)
como galena (PbS), cerusita (PbCO3), y anglesita (PbSQO,), el plomo como elemento
tiene una masa molecular de 207.21 funde a 327.4C y a 600T produce muchos
vapores. El plomo es anfétero de valencia +4 y +2, y forma compuestos con acidos y
bases formando Oxidos, sales inorganicas y organicas. El plomo se encuentra
ampliamente distribuido en el agua, suelo agua y aire y sus principales fuentes de
contaminacion son la mineria, los procesos industriales y la quema de combustibles. El
plomo por sus caracteristicas fisicas y quimicas se utiliza en la fabricacion de baterias
en los acumuladores de automdviles, en casi el 50% de su produccién total; también es
utiizado en metallrgica, en recubrimientos de cables, ceramicas, pinturas
anticorrosivas, vidrio, cosméticos, y en la industria militar (ATDSR, 2007).

2.9 Contaminacion del agua por plomo
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La contaminacién de plomo soluble en agua natural es muy baja, puesto que
forma sales insolubles con varios aniones, a pH neutro-acido (ligeramente acido) la
adsorcion sobre particulas minerales y organicas es el principal mecanismo de
eliminacién del plomo en las aguas naturales. En medios alcalinos, el plomo precipita
como carbonato mientras que en medios reductores se forman sulfuros insolubles.
Estas sales insolubles del plomo constituyen una reserva de plomo, cuando el medio
cambia a acido debido a los procesos de hidrdlisis de los aniones, se forma un equilibrio
permitiendo que haya una solubilidad de las sales de plomo (Domenéch y Parra, 2006).
La contaminacion por plomo puede llegar al suelo y agua por las actividades mineras,
por los tipos de industria donde utilizan plomo y por quema de combustibles fosiles, la
lluvia arrastra los contaminantes del suelo y los lleva hasta los rios, cuencas, lagos y
mares, donde encuentran flora y fauna acuatica y terrestre los cuales bioacumulan el
plomo entrando a la cadena alimenticia hasta llegar a los mamiferos superiores y al
hombre. Cuando los mantos acuiferos llegan a ser contaminados por sales de plomo o
por las tuberias de transporte de agua también llegan a ser una fuente de
contaminacion por via oral para el hombre. Los peces y crustadceos son organismos que
tienden a bioacumular al plomo y constituyen una fuente importante de alimentacién

para el ser humano (Cérdoba y Hernandez, 2006).

Los cuerpos de agua superficiales como los rios, son una trampa de
acumulacion para los compuestos del plomo. Los compuestos insolubles son
concentrados en los sedimentos o en las particulas en suspensién, estos compuestos
son favorecidos con un pH basico. Las plantas acuaticas también acumulan plomo, la
oxidacion bioquimica de las sustancias organicas es inhibida por concentraciones de
plomo superiores a 0.1 mg/L. La fauna disminuye con concentraciones superiores a 0.2
mg/L, el umbral de toxicidad para los peces es de 0.3 mg/L en truchas y peces blancos
(DVGW, 1996).
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El agua subterrdnea puede contaminarse por compuestos de plomo
hidrosolubles como el cloruro de plomo vy el nitrato de plomo, es conocido que el agua
potable aun es conducida en tuberias de plomo en instalaciones antiguas y municipales
de casas sobre todo en paises del tercer mundo, formando depdsitos de carbonatos de

plomo en las paredes de la las tuberias (ATSDR, 2007).

2.10 Contaminacion del suelo por plomo

Hay evidencias que indican que en los sedimentos pueden ocurrir procesos de
bio-metilacion del plomo para generar tetrametil-plomo, el cual se propaga hacia zonas
superficiales donde una parte se fotoliza y la otra escapa hacia la atmosfera y termina
por descomponerse por la accién de la luz del sol. Al igual que el mercurio, el plomo se
libera como plomo metalico y se oxida formando particulas de 6xido de plomo o se
adsorbe sobre otras particulas minerales.

En el suelo el plomo estad fuertemente retenido por el humus sobre todo si
contiene grupos sulfidrilos (-SH), o por las fases sélidas arcillosas en donde se adsorbe
quimicamente. No obstante a pH neutros-ligeramente alcalinos la mayor parte del
plomo se encuentra precipitado como carbonato, hidroxido, sulfuro o fosfato. A pH
alcalinos la solubilidad aumenta debido a la formacion de complejos solubles con
compuestos organicos naturales e hidroxocomplejos. La gran afinidad del plomo por el
humus hace que al igual que el mercurio se acumule en los horizontes superficiales del

suelo (Domenéch y Parra, 2006).
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2.11 Efectos toxicologicos del plomo en anfibios.

Los compuestos insolubles del plomo en los cuerpos de agua superficiales se
precipitan y acumula pasando a los sedimentos, plantas acuaticas y arcillas. La
contaminacion del agua en general puede afectar las poblaciones acuaticas
dependiendo del tipo y concentracidon del agente toxico, van desde la inhibicién y el
adecuado funcionamiento del organismo hasta la alteracion de las afectaciones que se
pueden observar en sus metabolismos, funciones vitales niveles celulares y en
ocasiones la muerte. La contaminacion por plomo estd presente en sedimentos y
vegetales. El plomo es muy insoluble en el agua excepto cuando esta en forma de
nitrito de plomo o acetato de plomo, aunque condiciones acidas favorecen la
incorporacion al agua como cloruro de plomo. Los anfibios fueron los primeros
animales vertebrados en adaptarse a una vida semiterrestre. Se estima que surgieron
de los peces hace unos 360 millones de afios. Con el transcurso del tiempo, de ellos se
desarrollaron los reptiles que a la vez dieron lugar a los mamiferos y las aves, mas
tarde surgieron los anfibios que han logrado sobrevivir hasta el presente. A diferencia
de los vertebrados, los anfibios se distinguen por sufrir una transformacion total durante
su desarrollo, a este cambio se le llama metamorfosis la cual consiste en un cambio
principal desde el estado de larvario, pasando por renacuajo hasta el de adulto. Se
asocia con la preparacion de un organismo acuatico para una existencia principalmente
terrestre. En el ciclo vital tipico de un anfibio los huevos, tras una fecundacion externa,
son depositados en el agua. La larva emerge del huevo y puede nadar y respirar bajo el
agua. Presenta branquias, cola y una boca circular. Crece sin mayores cambios hasta
que completa su desarrollo. Se estima que unas 4300 especies diferentes de anfibios
viven hoy en dia. Todas estas especies se clasifican en tres grupos basicos, cecilidos,
salamandras, el Ultimo lo integran ranas y sapos. Durante la transformacion o
metamorfosis las aletas se desarrollan en patas, la cola desaparece, y la respiracion se
vuelve pulmonar. Sufriendo aun mas cambios internos no tan faciles de apreciar a

simple vista (Jiménez y Jiménez, 2003).
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Las ranas se estan enfrentando a retos de supervivencia mas dificiles porque
su habitat esta disminuyendo con el incremento de la poblaciéon y actividades humanas,
incluyendo la contaminacion quimica; cuando hay mayor radiacion solar los rayos
ultravioleta penetran directamente a los cauces de agua afectando su desarrollo. Otro
aspecto es la tala de arboles y la destruccién de la capa de ozono que esta afectando a
estos habitats donde viven y se desarrollan los anfibios. Altas concentraciones de
plomo en el agua pueden afectar el desarrollo de las ranas desde su estado
embrionario hasta alcanzar la juventud. Desde hace 60 afios se han detectado en todo
el mundo ranas con deformidades fisicas. Actualmente en Estados Unidos de América,
se han detectado en 38 estados del pais, ranas con diferentes tipos de deformidades,
en algunas zonas se han llegado a detectar hasta la mitad de la poblacion de ranas con
deformidades las cuales incluyen, ranas sin extremidades posteriores, 0 con un mayor
namero de éstas, falta de extremidades, y miembros en el vientre (Hogan, 2004). Existe
una gran incertidumbre en la comunidad cientifica porque en diferentes lugares del
mundo se estan presentando estos casos. Algunos autores lo atribuyen a la
contaminacion ambiental quimica de sus habitats, otros autores indican que es una
mezcla de factores que incluye los contaminantes, la tala y deforestacion, asi como la
incidencia de luz ultravioleta en el desarrollo embrionario de estos organismos. También
existe la posibilidad de que un parasito esté causando estas deformidades, se cree que
el trematodo riberoria entra al cuerpo de la rana causando este tipo de deformaciones;
algunas de ellas son presentadas en las figuras 2.2 y 2.3. Estudios recientes han
demostrado que las ranas tienen deformidades por una depredacién natural selectiva
que realiza el dragdn volador en la etapa de metamorfosis a los renacuajos (Ballengee y
Sessions, 2009).

La ranita arboricola (Ecnomiohyla myotimpanum) es una especie nativa que se
establece en el Rio Escanela, pudiera estar siendo afectada por todos estos factores de
contaminacion ambiental. Esta especie fue considerada en el afio 2004, en la lista roja
de las especies en peligro de extincion por la Unién Internacional para la Conservacion

de la Naturaleza.
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Figura 2.2 Anormalidades en ranas arboricolas del pacifico de la especie Hyla
regilla, por contaminacion de agua de Corvalo Oregon USA. Fotografias
realizadas por Frans Lanting, 2005
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Figura 2.3. Crecimiento atrofiado en ranas seleccionadas de rios y lagos
de Yorkshire en Reino Unido. Fotografias realizadas por Brandon
Ballengee, 20089.
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2.12 Normatividad.

La normatividad en México para actividades mineras es muy limitada, sin
embargo podemos incluir algunas de las siguientes normas mexicanas que nos
sirvieron de referencia. La NOM-001- ECOL-1996 (2003), es para agua Yy establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las aguas de descarga de aguas
residuales y bienes nacionales. Otra norma para agua es la NOM-002- ECOL- 1996
(2003), la cual establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en los sistemas de alcantarillado urbano o municipal.
Para el agua potable, aplica la NOM 127 SSA1:1994 (2000) salud ambiental, agua para
uso y consumo humano - limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe
someterse el agua para su potabilizacion. Esta norma establece los limites para el agua
potable, y los tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.
Finalmente para suelos, se tiene la norma, NOM-147 SEMARNAT-SSA1:1994 (2007).

La norma NOM-147, establece los criterios para determinar concentraciones de
remediacion de suelos contaminados con arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo
hexavalente, mercurio, plomo, niquel, plata , selenio, talio y vanadio. Los limites
maximos permisibles de acuerdo a estas normas se presentan en el cuadro 2.2.
Algunos valores de toxicidad de compuestos de plomo para diferentes individuos son
presentados en el cuadro 2.3. Un estudio realizado para embriones de la rana Bufo
arenarum, nos indica que con una concentracion de 30mg/L de Plomo, hay una
mortandad del 50% de la poblacién en un tiempo de 72 horas, ademas de mostrar una
disminucién en el desarrollo y curvaturas en la espina dorsal. En otra concentracion de
plomo de 10-20 mg/L, en un tiempo de 96 horas los embriones sobreviven al 100% pero
en el 96.6% de ellos hay retraso en el desarrollo (Sandoval y col., 2004).
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El cuadro 2.4 muestra diferentes niveles de concentracion de plomo que por
norma manejan diferentes instituciones gubernamentales o independientes en los
Estados Unidos de América. Estudios realizados en organismos animales, seres
humanos incluyendo nifios y mujeres embarazadas, considerando diferentes aspectos
en las zonas de riesgo en lugares habitables cercanos a fuentes de contaminacion por
plomo, alimentaciéon y analisis de sangre, asi como areas de trabajo incluyendo
alimentos, agua y situaciones de suelos han demostrado que el plomo tiene riesgo de
intoxicacién en los seres vivos. Estos estudios han llevado a los diferentes paises a
tomar medidas preventivas y se han establecido valores normativos cada vez mas bajos

en aire, agua y suelo.
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Cuadro 2.2. Limites maximos permisibles de metales pesados en normas mexicanas.
Valores en negritas indica la concentracion limite para el plomo

Descarga de aguas residuales y bienes nacionales

30

rios suelo
52 Metales Proteccion vida acuatica en humedales naturales
S Promedio Mensual, Promedio Diario, Promedio Mensual, Promedio Diario,
S en mg/L en mg/L en mg/L en mg/L
2 Hg 0.005 0.01 0.005 0.01
- As 0.1 0.2 0.1 0.2
@]
8 Cd 0.1 0.2 0.1 0.2
SI Cr 0.5 1.0 0.5 1.0
2 Zn 10 20 10 20
S, Pb 05 1.0 0.2 0.4
Descarga de aguas a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal
P Promedio Mensual, en Promedio Diario, en Instantaneo, en mg/L
S Metales mg/L mg/L
N Hg, total 0.01 0.015 0.020
O
§ As 0.5 0.75 1.0
61' Cd 0.5 0.75 1.0
Q Cr, 0.5 0.75 1.0
§' hexavalente
s Zn 6.0 9.0 12.0
% Pb total 1.0 15 2.0
Metales en agua potable
Hg 0.001 mg/L
g 5 As 0.025 mg/L
N o
- 8_ Cd 0.005 mg/L
S 3 Cr 0.05 mg/L
s (o))
o - Zn 5.0 mg/L
2z
Pb 0.01 mg/L
Remediacion de suelos por metales pesados
n Contaminante, en mg/Kg base Uso Agricola /
:(' séca Residencial, en mg/Kg Uso Industrial, en mg/Kg base seca
g % base seca
AN Hg 23 310
= S 3 As 22 260
O x ®
= g cd 37 450
w
0 Cr, hexavalente 280 510




Pb

400

800
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Cuadro 2.3. Toxicidad en organismos por compuestos de plomo

Individuo Dosis aplicada Referencia
Ratas DLsp 100-825 mg/Kg, oral (arseniato de
plomo)
Conejos DLsp 125 mg/Kg, oral (arseniato de
plomo) DVGW, 1985
Pollos DLsy 450 mg/Kg, oral (arseniato de
plomo)
Perros DL1go 2000—-3000 mg/Kg oral (sulfato de
plomo)
Pececillos de Clso 6.7 —10.5 mg/L, (24hr) (cloruro de OMS, 1989
rio americano plomo)
Peces Letal 1.4 mg/L (tetra etilo de plomo) UBA, 1986
Trucha arcoiris ClLso — 1.17 mg/L, (96hr) (nitrato de OMS, 1989
plomo)
OMS, 1989

Pulgas acuéaticas

ClLso — 0.45 mg/L, (48hr) (cloruro de
plomo)

Embriones de rana de
la especie Bufo
arenarum (sapo

comun)

CLso — 30 mg/L, Pb en (72 hr.).

Sandoval y col.,
2004
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Cuadro 2.4. Guias médicas y ambientales para la toxicidad del plomo

Agencia Concepto Concentracion Comentarios
cDC? Sangre 10 pg/dl Asesoria; nivel para manejo individual
OSHAZ Sangre 40 pg/di - causa para notificacion escrita y
60 pg/dl examen médico
- causa para la remocion de la
fuente de exposicidn por razones
médicas
ACGIH? Sangre 30 pg/di indica la exposicion en el Valor Umbral
Limite (TLV)
OSHA
Aire (lugar 50 pg/ms - Limite de Exposicion Permisible
de trabajo) 30 pg/ms3 (PEL) de 8 horas en promedio
(Industria general)
- Nivel de accion
EPA* Aire 0.15 pg/ms3 Estandar Nacional de Calidad de Aire
(ambiente) Ambiental, NAAQS; promedio de 3
meses
EPA Suelo 400 ppm (para  Guia, andlisis de plomo en suelo;
(residencial)  areas de juego) requerimiento aplicable solamente a los
1200 ppm proyectos financiados con fondos
(areas de no federales (40 CFR Parte 745, 2001)
juego)
EPA Agua (de 15 ug/L Nivel de accidn para suministros publicos
bebida) 0 ug/L

Fuente: ATSDR 2007
1. Centro de control de Enfermedades.
2. Agencia de seguridad y salud ocupacional
3. Conferencia americana de gobierno para la higiene industrial.
4. Agencia de proteccion ambiental en USA.
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2.13 Genotoxicidad.

El dafio inducido en el material genético no solo incluye al ADN, sino también a
componentes celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad y
comportamiento de los cromosomas dentro de la célula por ejemplo las proteinas que
intervienen en la reparacion, condensacion y des-condensacion del ADN en los
cromosomas. Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados
genotéxicos o xenobidticos y se clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen:
quimicos (compuestos), fisicos (radiaciones) y biologicos (bacterias, parasitos, hongos
y virus). La accion o capacidad de inducir dafio de estos agentes esta influida por la
dosis recibida y el tiempo o via de exposicion, junto a la constituciébn genética del
individuo que puede definir una susceptibilidad propia o particular. Los genotéxicos
también se clasifican en mutdgenos que implican alteraciones en un gen o
cromosomas, los teratdgenos en dafio inducido sobre el organismo en desarrollo y los

carcindégenos en transformacion celular (Abrevaya, 2008).

2.13.1 Ensayo cometa.

El ensayo del cometa o el ensayo de electroforesis unicelular es un método
rapido, sensible y relativamente simple para detectar el dafio del ADN en el nivel de
células individuales (Singh y col.,, 1988). Combina la simplicidad de las técnicas
bioquimicas para la deteccion de roturas del ADN de cadena sencilla. Este método se
introdujo por primera vez por Ostling y Johanson en 1984, fue un ensayo en el que se
realizo la lisis y la electroforesis en condiciones neutras, con tinciones de naranja de
acridina. La imagen obtenida se parecia a un "cometa" con una cabeza clara de ADN
intacto y una cola, que consta de piezas dafiadas o rotas de ADN de ahi el nombre

“ensayo cometa’”.
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El ensayo del cometa se basa en la capacidad de fragmentos de carga negativa
de ADN, los cuales son separados a través de un gel de agarosa en respuesta a un
campo eléctrico. La longitud de alcance de la migracion del ADN depende directamente
del dafio en el ADN presente en las células. Las lesiones del ADN consiste en saltos de
linea después del tratamiento con &lcalis ya sean solos o en combinacién con ciertas
enzimas, aumenta la migracion del ADN (Tice y col., 2000). En este ensayo, una
suspension de células se mezcla con agarosa de bajo punto de fusién y se extendio en
portaobjetos de vidrio de microscopio. Después es colocado en una solucidén de lisis
donde las células de ADN tienden a relajarse, los portaobjetos son colocados en una
solucion alcalina a pH mayor a 13 y la electroforesis se lleva a cabo.

La reversion del ADN vy la electroforesis a pH neutro (7-8) sobre todo facilita la
deteccién de roturas de doble cadena y enlaces cruz y electroforesis a un pH de 12.1 a
12.4 facilita la deteccion de roturas de cadena sencilla y doble y la electroforesis a un
pH superior al 12,6 expresa sitios alcali labil (ALS), ademas de todo tipo de lesiones
mencionadas anteriormente (Miyamae y col.,, 1998). Al ser sometido a un campo
eléctrico el ADN migra fuera de la célula, en la direccion del anodo que aparece como
un "cometa". El tamafio y la forma de la cometa y la distribuciéon de ADN en el cometa
se correlacionan con el grado de dafio en el ADN (Fairbairn y col., 1995).

El ensayo cometa presenta ventajas como ser una técnica no invasiva, requiere
menos de 10 000 células, recolecta datos de células individuales, contando de 50 a 100
células por individuo y a través de un software de andlisis computarizado, el cual
proporciona una robustez estadistica. Es utilizada muy poca cantidad de muestra de

sangre de 5 a 10 pl y los resultados son obtenidos en pocas horas.
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2.14 Espectrometria de masas con plasma acoplado po  r induccion

Este método de espectrometria de masas con plasma acoplada por induccién
(ICP-MS), fue desarrollado en los afios 1980°s para determinar bajos limites de
deteccion de los elementos. El resultante de esta combinacion fue la capacidad de
analisis de multi-elementos en una muestra con una precision de partes por trillon. El
ICP-MS combina alta temperatura (ICP) con un espectréometro de masas, la fuente del
ICP, convierte los atomos de los elementos en iones. Estos son separados y detectados
por el espectrometro de masas (Wolf, 2005). El ICP-MS ha sido usado ampliamente a
través de los afos, encontrando multiples aplicaciones en diferentes campos de la
ciencia, tales como medicina, seguridad, farmacia, manufactura y en diferentes tipos de
industria, algunas relacionadas al medio ambiente, tales como andlisis de aguas,
suelos, sedimentos y en analisis de animales incluyendo la determinaciéon de metales

pesados.
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HIPOTESIS

El plomo proveniente de la actividad minera realizada en la ribera del Rio Escanela

induce genotoxicidad en renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la presencia de plomo en agua, sedimentos y renacuajos de la especie

Ecnomiohyla miotympanum del Rio Escanela y su efecto genotoxico.

Objetivos Particulares
1. Cuantificar la concentracion de plomo en agua, sedimentos y renacuajos en un
transecto del Rio Escanela por espectrometria de masas con plasma acoplado por

induccion (ICP-MS).

2. Determinar el efecto genotoxico en renacuajos del Rio Escanela por electroforesis

unicelular alcalina (ensayo cometa).

38



IIl. METODOLOGIA

3.1 Sitio de estudio.

El Rio Escanela se encuentra en ubicados en las siguientes coordenadas
geograficas: N 21° 11'58.76"", O 99° 36'24.40 a 1409 msnm. En el sitio fueron
seleccionados 6 puntos como se indica en la figura 3.1 El muestreo se llevd a cabo

durante 5 fechas en el 2008 en época de estiaje.

Las fechas de muestreo fueron, fecha A 11 de abril, B 18 de abril, C 3 de mayo,
D 24 de mayo y E 24 de junio 2008. Los puntos de muestreo son Identificados P4, PS5y
P6 como puntos rio arriba de la mina y los puntos P1, P2, y P3 como puntos rio abajo
de la mina. Los puntos rio arriba de la mina son: P4 (-300m) nombrado el arbol, es un
lugar de baja profundidad aproximadamente de 30 a 40 centimetros con una anchura
de aproximadamente 10 metros de ancho con poco sedimento con flujo de agua
constante. EI P5 (-200m) nombrado la tinaja, es un lugar con casi 1 metro de
profundidad y un ancho aproximado de 3 metros en forma de alberca con mucho
sedimento. El P6 (-100m) nombrado el rebafio es un lugar angosto, también con muy
poca profundidad 30 cm aproximadamente y con muy poco sedimento principalmente
en las orillas del rio, con mayor flujo de agua por lo angosto del terreno. Este punto
tiene la particularidad de existir un corral de chivos como a unos 4 a 6 metros de
distancia, sobre la ladera del rio. El punto P1 (+50m) nombrado la mina, es el lugar mas
cercano a la mina aproximadamente 50 metros rio abajo, en este lugar hay un puente
en el que por encima de él, pasan los camiones con el mineral extraido de la mina. En
este lugar hay 2 pozas divididas por una columna que soporta el puente. En este lugar
la comunidad lava ropa con jabon y también la usan para bafiarse, hay mucho

sedimento en las dos pozas.
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El punto P2 aproximadamente a 150 metros de la mina se encuentra otro
puente peatonal, en este punto es donde se encontraron los peces con deformacion en
la espina dorsal por el Grupo de la Sierra Gorda A.C. Este punto tiene una profundidad
de 2 a 3 metros en su parte mas profunda, es muy ancho aproximadamente 6 a 8

metros, este lugar tiene mucho sedimento y viven muchos renacuajos.

El altimo punto P3 a 250 metros aproximadamente rio abajo, es poco profundo
y con poco sedimento. Los muestreos fueron de abril a junio y los volumenes de agua
en el rio fueron variando de mas en abril a menos en mayo que llegd la época de
sequia. En el ultimo muestreo el 24 de junio, de acuerdo a los habitantes en esta fecha
ya se habia tenido la primera lluvia de la temporada y el rio fluia muy similar a la fecha
de muestreo del 11 de abril de 2008. Esta primera lluvia de la temporada contribuye al
arrastre de hojas y sedimento al cauce del rio y de todo lo que encuentra a su paso

sobre la corteza terrestre del lugar. Los sitios son presentados en la figura 3.2.

3.2 Renacuajos.

3.2.1 Muestreo de renacuajos

Las muestras fueron obtenidas en recipientes plasticos limpios y secos, con
agujeros de ventilacion en la tapa, estos fueron rotulados para cada punto de muestreo,
y con una la letra para cada fecha de muestreo, en cada fecha de muestreo fueron
capturados 10 renacuajos, con un promedio de 1cm de cabeza; fueron colocados en
recipientes con agua y un poco de sedimento del mismo punto, dejando una camara de
aire en el recipiente y tapando el recipiente. La tapa tenia perforaciones para evitar
ahogamiento. El nimero de renacuajos capturados fueron 60 para cada fecha de

muestreo.
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Figura 3.1 Puntos de muestreo de agua, renacuajos y sedimentos en el transecto

seleccionado en el Rio Escanela
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P5 (-200m) — la tinaja P2 (+150m) — el puente

Figura 3.2 Puntos de muestreo ilustrativos






3.2.2. Obtencion de sangre de renacuajos.

En una placa escavada de porcelana se colocaron 3ul de heparina. Se tomé
una muestra de 5ul de sangre de la vena caudal de tres renacuajos y se mezcl6 con la
heparina. Posteriormente la mezcla se colocé en un tubo eppendorf que contenia 1ml
de solucion Buffer de fosfatos, y se mantuvo a 4C, hasta su posterior analisis. Esta

operacion se repitid para 5 renacuajos.

3.2.3 Preparacion de laminillas

Cada una de las muestras de sangre fue centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm
y se les retir6 el sobrenadante. Al boton obtenido se le adicionaron 180 pl de agarosa
de bajo punto de fusién (BPF), se tomaron 90 pl y se colocaron en una laminilla que
contenia previamente una capa de agarosa de punto normal de fusion (PNF). Fueron
colocados en una superficie fria (4C) para solidificacion, posteriormente se retiro el
cubreobjetos (segunda capa de agarosa) y se colocd una tercera capa de agarosa de
BPF, se dejo solidificar y se elaboraron dos laminillas por renacuajo.

3.2.4 Electroforesis unicelular alcalina.

Las laminillas que contenian las muestras se colocaron en una solucion de lisis
(NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM; pH 10-10.5; Triton X-100 al 1% y DMSO al
10%) fria a 4C por 24 horas. Posteriormente las prepa raciones fueron removidas de la
solucién de lisis y colocadas en la camara de electroforesis (equipo BIO-RAD, POWER
PAC UNIVERSAL), la cual fue llenada con buffer alcalino recién preparado (NaOH 300

mM y EDTA 1mM con pH > a 13) se dejaron en la camara por 20 min, para permitir el



desdoblamiento del ADN y la expresion de los sitios alcali-labiles. Posteriormente, se
realizo la electroforesis por 20 minutos (300 mA y 25 V).

Las preparaciones fueron colocadas en posicion horizontal y enjuagadas tres
veces (5 minutos cada una) con buffer Tris 0.4M, para neutralizar el exceso de alcali.
Finalmente, cada preparacion fue tefiida con 70 pl de bromuro de etidio (2ug/ml), y
analizadas con un microscopio de epifluorescencia (equipo AXIOSKOP 40-ZEISS, 40X).
De cada laminilla se leyeron 50 células por cada preparacion y posteriormente se

analizaron con el software comet, para evaluar el dafio al ADN.

3.3. Muestreo de sedimento

Para recolectar el sedimento fueron utilizadas bolsas tipo ziploc con cierre
hermético, rotulado con el numero del punto de muestreo y la fecha, aproximadamente
500 gramos sedimento fueron recolectados del fondo del rio en cada punto. Las

muestras fueron llevadas al laboratorio para su posterior analisis, ver figura 3.4.

3.4 Muestreo de agua

Las muestras se colocaron en recipientes plasticos de 100 ml nuevos, color
ambar y rotulados en la tapa, con letra de fecha y nimero del punto de muestreo. En
cada punto se enjuago cada recipiente y se llené casi completamente y se le
adicionaron 0.5 ml de &cido clorhidrico grado reactivo, las muestras fueron colocadas
en una hielera para su traslado al laboratorio, se almacenaron en un refrigeracion (5C),
hasta realizar el analisis en el ICP-MS. La medicion de las muestras de plomo, en agua,
sedimentos y renacuajos se llevé a cabo por el método de ICP-MS, en el instrumento
Thermo Electron Corp. modelo X Series", acoplado a un automuestreador CETAC ASX-
510.



3.5 Descripcion de la Metodologia.

3.5.1 Metodologia del analisis de electroforesis un icelular alcalina.

Fueron seleccionados 6 puntos de muestreo y 5 fechas de recoleccion de
muestras (A, B, C, Dy, E). En cada punto fueron recolectados al menos 10 renacuajos
y se llevaron a laboratorio, en donde fueron seleccionados 3 renacuajos para la
obtencion de la 5ul/renacuajo y fueron preparadas 2 laminillas por renacuajo. A un
grupo de 16 laminillas se les realizo la electroforesis unicelular alcalina, después fueron
observadas 50 células por laminilla y fotografiadas, los resultados fueron procesados en

el Software Comet ver figura 3.3

3.5.2 Metodologia del analisis de ICP-MS.

En las fechas seleccionadas (A, B, C, Dy, E) en cada punto fueron recolectados
10 renacuajos, 250g de sedimento y 100 ml de agua. Al agua se le adicionaron 0.5 ml|
de HCI grado reactivo y fue refrigerada a 4C hasta su analisis por ICP-MS.

Las muestras de sedimentos y renacuajos fueron secadas por 48 horas,
posteriormente molidos y cribados en malla 200. Se peso una cantidad de 0.05g y se le
adicionaron 1ml de HF y 5 ml de HNO3 y se introdujeron en un horno de microondas
para realizar la digestion, se dejaron enfriar las muestras por 12 horas y se filtraron.
Después fueron obtenidos los nitratos al adicionar 16 gotas de HNO3 y se calientan por
24 horas en patrrilla para eliminar los fluoruros, finalmente se agregaron 2 ml HNO3 y 2
ml de agua con una resistividad de 18.2 mili-ohm/cm de resistividad. Fueron
seleccionados 4 estandares internos a los cuales se les agregé la muestra problema y
fueron medidos en el equipo de ICP-MS (Thermo Electron X Series') con una corriente
de 1200 Watts y con un flujo de gas enfriador de 14.59 I/min, con un gas auxiliar de 0.90
I/min, gas de nebulizacion 0.78 I/min y realizadas un total de 45 réplicas ver figura 3.4.



4 Fechas de Muestreo
(A,B,C,DyE)

6 Puntos de Muestreo
rio arriba (4, 5y 6) rio abajo (1,2vy 3)

3 Renacuajos por punto

5ul sangre/renacuajo

preparacion de laminillas

Electroforesis Unicelular Alcalina

observacion microscépica

50 células/laminilla

analisis de datos

en Sofware Comet

Figura 3.3. Disefio del experimento para determinacion del dafio genotoxico
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Figura 3.4 Disefio del experimento para el analisis de plomo en agua, sedimentos y
renacuajos, por ICP-MS. R significa renacuajos, S sedimentos y A agua.



3.6 Analisis estadistico.

En este estudio fue utilizado el método Tukey y Kramer para realizar la
comparacion de medias de datos entre los diferentes puntos de muestreo y fechas para
comparar el dafio genotéxico entre los puntos y entre grupos de datos de rio arriba y rio
abajo. Los parametros evaluados fueron la longitud de cauda, momento de Olive y

momento de cauda.



IV.  RESULTADOS

Los resultados obtenidos por ICP-MS, para agua, renacuajos y sedimentos son
mostrados en el cuadro 4.1. Los siete metales resultantes con una concentracion mayor
en el andlisis fueron cromo, cadmio, plomo, zinc, cobre, litio y fierro. Los metales
pesados cromo, cadmio y plomo son considerados de riesgo ambiental (ATDSR, 2007).
El metal de mayor concentracion en rio arriba y rio abajo fue el plomo, confirmando los
estudios preliminares que el plomo se encuentra en este lugar en la corteza terrestre

con una proporcion mayor (cuadro 4.1.).

4.1 Plomo en agua.

En la figura 4.1 se presentan los resultados obtenidos para agua por punto de
muestreo a traves de todas las fechas, indicando que los valores abajo de la mina para
las fechas Ay B (11 y 18 de abril) son los de mayor concentracion. En las fechas C, D
y E (3 y 24 de mayo, 24 de junio respectivamente), no hay grandes diferencias entre
todos los puntos; en el punto 2 el volumen de agua es muy estable y es el de mayor
profundidad, el punto 3 es de poca profundidad con mayor volumen de agua en las

fechas de 11y 18 de abril y 24 de junio (fechas A, B y E respectivamente).



Cuadro 4.1 Concentracion promedio de metales en el Rio Escanela detectados por
ICP-MS. Los valores en negritas indican la comparacién entre el plomo, respecto a
los metales cadmio y cromo.

Valores promedio =X,
(En cada punto n=5, excepto al promediar los puntos n =15)

Punto
Cr Cd Pb Zn Cu Li Fe

P4 (-3oom)* | 0.56| 0.04 0.72 4.87| 0.65| 0.57 8.54

Agua, P5 (200m® | 0.67| 0.11 1.20 9.69| 0.81| 0.68| 10.27

(Hg/L) P6 (100m¢ | 0.69| 025| 1.57| 6.86| 0.37| 0.77| 10.49

P1(+50m)"° 0.52] 0.13 4.52 8.87| 1.18] 0.60 7.91

P2(+150)" 1.08] 0.11| 11.18| 15.86| 28.72| 0.85| 16.40

P3(+250)" 164 0.14| 12.04| 14.7/9] 1.17| 092 24.92

P456° (n=15"| 0.64| 0.13 1.19 7.14| 0.61] 0.67 9.77

P123%n=15"| 1.08| 0.13 9.25| 13.17] 10.36] 0.79]| 1641

P4 1.04| 0.48| 1454 7283 2260 0.76| 621.50
P5: 245 10.00| 32.43| 267.60|119.80| 0.89]1366.39
P6" 139| 1.85| 114.22| 268.24| 80.26] 0.73]1182.12
. P15 2.76] 1.06| 42.68| 100.15| 37.77| 0.73| 837.28

R
ei”?rgg?dgi p2b 0.90| 058| 18.03| 3523| 4.31| 0.81| 485.00
P3y 3.13| 0.82| 33.46| 71.88| 14.65| 0.80| 710.40
P456 (=157 | 1.63| 4.11| 53.73| 202.89| 74.22| 0.80|1056.67
P123 (15" | 2.26] 0.82| 31.69| 69.00] 18.91| 0.78] 677.56
oge 26.21| 5.70(2005.99| 355.11| 56.26| 12.47| 3.15
P5: 26.00| 6.26|2852.05| 463.62| 98.99| 14.36]  3.07
PG 16.75| 35.31|4191.20|1965.94|439.50| 9.01|  2.13
Sedimentos, | P1° 28.26| 12.38|3122.74| 722.09|122.00| 15.31|  3.61
en (mg/kg) P2y 41.15| 11.59|2983.70| 836.68| 98.64| 26.12|  4.43

P3° 34.19| 11.99|2298.70| 697.94| 82.38| 19.64 3.98

P456 (15 | 22:99| 15.76|3016.41| 028.22|198.25| 11.95|  2.78

P123 (n=15)" | 34.53| 11.992801.72| 752.24]101.01| 20.36 4.01

a. Indica rio arriba

b. indica rio abajo

c. P456 significa el promedio de los puntos rio arriba (P4, P5 Y P6). P123 significa el
promedio de los valores rio abajo (P1, P2 Y P3).
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Figura 4.1 Concentracion promedio de plomo en agua, en el transecto Rio Escanela,
por ICP-MS



En el cuadro 4.2 se muestran los valores promedio de un total de 5 datos (de 5
fechas de muestreo) obtenidos en el estudio de concentracién de plomo en agua. Cada
punto de muestreo es el resultado de una muestra por triplicado corrida por ICP-MS en
cada fecha de muestreo. El objetivo de esta tabla es comparar verticalmente los valores
medios entre cada punto entre las fechas. Por ejemplo en el punto P4 (-300m) el punto
rio arriba mas alejado encontramos que no hay grandes diferencias entre los valores
obtenidos, todos ellos son muy cercanos independientemente de la fecha. Este punto
fue muy constante en volumen de agua y aparentemente no hay grandes alteraciones
qgue afecten este punto. Sin embargo en los puntos P2 (+150m) y P3 (+250m) rio abajo
si hay diferencias considerables en los resultados entre las fechas. Las diferenciase
entre los promedios de los puntos rio arriba y rio abajo son considerables del orden de
1 a 9 veces. Lo que indica que los puntos rio abajo de la mina estan siendo mas
afectados en concentracién de plomo en agua que los de rio arriba. Si observamos las
medianas obtenidas de datos rio arriba y rio abajo en el mismo cuadro las diferencias

sonundelas3.

En el cuadro 4.3, se realiz6 una comparacion medias de concentraciéon de
plomo en agua en cada grupo rio arriba y rio abajo. En los puntos rio arriba P4 (-300m),
P5 (-200m) y P6 (-100m), fue realizada la comparaciéon de medias entre ellos por el
método de Tukey y Kramer, resultando que no hay diferencias estadistica significativa
entre ellos (la misma letra “a”). EI mismo resultado se obtuvo en la comparacion de
medias por el mismo método en los puntos rio abajo. Sin embargo al comparar los
promedios de las medias de los puntos rio arriba contra los puntos rio abajo, si se

mostraron diferencias estadisticas significativas (letras “a” y “b”).

Cuadro 4.2. Concentracion promedio de plomo en agua por ICP-MS. Hay diferencias




entre fechas, entre puntos y entre grupos de puntos. Nimeros en negritas indican el
valor mas alto y el mas bajo de concentracion de plomo.

Rio arriba (ug/L) Rio abajo (ug/L)
P4 P5 P6 P1 P2 P3
Fecha (-300) (-200) (-100m) (+50m) | (+150m) (+250m)
A - 11 abril 08 0.71* 1.05 3.17 12.53 13.45 30.07
B - 18 abril 08 - 0.012 0.34 5.06 38.08° 22.83
C - 3 mayo 08 0.90 0.83 1.81 2.05 1.16 4.04
D - 24 mayo 08 0.54 3.51 1.92 2.12 2.23 1.66
E - 24 junio 08 0.73 0.61 0.61 0.85 0.97 1.59
Sl 072 120 157 | 452 1118 1204
“Xpass, p123, HO/L 1.19 9.25
(n=14) (n=15)
g7 2.2
Me"pase P12, HQ/L O(n:1?1)5 (nzlg)
Mepase123, HO/L, 1.66
(n=29)
"X pase123 , MQ/L 5.36
(n=29)
o°, toda la 9.41

muestra n=29

1. Cada valor es individual y es el promedio de una muestra analizada por triplicado por ICP-MS

2. Valores en negritas indican valor mas bajo en P5 de fecha del 18 abril 2008 rio arriba de la mina
y el més alto en P2 del 18 de abril y el valor rio abajo de la mina.

3. Elvalor de n=5 en todos los puntos, excepto en P4, n=4.

4. Me = es el valor de la mediana de la muestra.

5. Lavariacion estandar es mas alta que la media de datos.




Cuadro 4.3. Comparacion estadistica por el método de Tukey y Kramer de
concentracion promedio de plomo en agua. El primer grupo de valores rio arriba
resultaron con la misma letra “a”, lo que indica que no hay diferencia estadistica
significativa, en rio abajo dio el mismo resultado, mientras que al comparar los grupos
de valores rio abajo (a) contra los de rio arriba (b), indicaron que si hay diferencia
estadistica significativa.

Letra que indica si X, Mg/L
. hay diferencia n=5 en cada punto
Referencia Punto estadistica excepto en P4, n=4
significativa’
P4 (-300m) a
0.72
Rio arriba P5 (-200m) a 1.20
P6 (-100m) a 1.57
P1 (+50m) a 4.52
Rio abajo P2 (+150m) a 11.19
P3 (+250) a 12.04
Promedio rio arriba, P123 a 1.20
n=14
Promedio rio abajo
n=15 P456 b 9.25

La comparacion es por método es por Tukey y Kramer con a=0.05.




En el cuadro 4.4 se presentan la comparacion de las concentraciones promedio
de plomo en agua rio arriba, rio abajo y el promedio de todos. En la misma forma se
calculd la mediana de los grupos de datos de los puntos rio arriba, de rio abajo y de
todo el grupo. La comparacion contra los valores maximos permisibles indica que en
ninguno de los casos superaron los niveles maximos permisibles para agua en las
normas NOM 001, NOM 002, y la NOM 127.

En los puntos P2 (+150m) y P3 (+250m) fueron detectadas actividades
humanas tales como la explotacién de la mina, actividades domésticas de lavado de
ropa con uso de detergentes, actividades de ganaderia y de turismo; sin embargo los
valores obtenidos, no superaron los limites permisibles para humedales y rios con
proteccion de vida acuatica. Estos resultados indican que el agua del Rio Escanela en
el transecto muestreado no supera los niveles maximos permisibles para rios y
humedales; sin embargo se podria considerar un mayor nimero de analisis para la

caracterizacion del agua.



Cuadro 4.4 Comparacion de valores promedio de concentracion de plomo en agua
contra las normas de referencia. Los valores comparados son: el conjunto de valores rio
arriba, el segundo rio abajo y el tercero es la suma de los valores rio arriba y rio abajo.

0.0100
Agua potable’, [Pb] en mg/L
Descarga de agua a alcantarillado urbano, promedio 1.0000
Limites diario?, [Pb], en mg/L
mMAaximos
normativos Rios Proteccién vida acuatica - promedio mensual?,
0.5000
[Pb], en mg/L
Suelo en humedales naturales -promedio mensual °,
0.2000
[Pb], en mg/L
X, [Pb] en mg/L, rio arriba (n=14) 0.0012
X, [Pb] en mg/L, rio abajo, (n=15) 0.0092
X, [Pb] en mg/L, rio arriba + rio abajo, (n=29) 0.0054
Resultados
obtenidos mediana, [Pb] en mg/L, rio arriba, (n=14) 0.0008
mediana, [Pb] en mg/L, rio abajo, (n=15) 0.0022
mediana, [Pb] en mg/L, rio arriba + rio abajo, (n=29) 0.0017

1. NOM-001-ECOL-1996, 2003
2. NOM-002-ECOL-1996, 2003
3. NOM-127 SSA1-1994, 2000



4.2 Plomo en sedimentos.

En la figura 4.2 se presentan las concentraciones medias obtenidas para
sedimentos por punto de muestreo a través de todas las fechas donde se observd que
un punto estd muy por arriba de los demas en P6, fecha D. Todos los valores estan
entre 800 y 6000 mg/Kg. El analisis estadistico de Tukey y Kramer mostré que no hay
diferencia significativa entre todos los puntos y tampoco entre el grupo de datos rio
arriba y rio abajo (cuadro 4.6). La concentracion de plomo en la naturaleza de la corteza
terrestre en este lugar prevalece para aportar a los sedimentos el plomo que lo pueden
estar acumulando a traves del tiempo. En el cuadro 4.5. Son presentados las medias de
los valores de las concentraciones de plomo en sedimentos en general todos son
resultados por encima de la normatividad de referencia. Actualmente en México no hay
una normatividad de plomo en sedimento, es por ello que se utilizé la NOM 147
SEMARNAT-SSA1, 2007 para suelos, la normatividad internacional nos indica que
valores por encima de 400 mg/Kg para Pb suelo residencial en areas de juego (ATSDR,
2007), se consideran contaminados y son susceptibles de remediarse, cuando la
concentracién se presenta en un area menor o igual a 1000 m?. En el cuadro 4.7 se
comparan las concentraciones de la norma de referencia contra los resultados
obtenidos. Observando que solo 2 valores estan por debajo de los 800 mg/Kg Pb. Los
resultados obtenidos indican que hay niveles altos de plomo en el rio y que casi todos
superan los limites permisibles para suelo. La concentracibn de plomo en los
sedimentos fue muy alta en el transecto muestreado del Rio Escanela y pude ser
susceptible a otros estudios de analisis de suelos y sedimentos, que pudieran tomar

medidas preventivas al respecto.
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Cuadro 4.5 Concentracion promedio de plomo en sedimentos por ICP-MS. En
todos los casos se superan las los niveles maximos permisibles para suelo de
400 suelo agricola y 800 mg/Kg base seca suelo comercial.

Rio arriba, en mg/Kg — base | Rio abajo, en mg/Kg (ppm) -
seca base seca
P4 P5 P6 P1 P2 P3
(-300m) | (-200m) (-100m) (+50m) | (+150m) | (+250m)

Concepto

A-11abril0g8 |3434.7"% 1576.9 1012.3 1829.0 2681.7 835.7

B - 18 abril 08 885.5 3315.8 740.7 908.3 5443.2 2079.0

C-3mayo08 |2366.2 1244.8 757.2 5925.8 16514 3863.2

D-24mayo08 | 1337.5 5270.6 14254.7° | 3827.8 2158.6 2417.0

E-24junio08 |4278.1 5194.3 499.2° 1159.7 1092.0 930.7

XemglKg-base | 51004 33205  3452.8 | 2730.1 2605.4  2025.1

seca, (n=5)

Xpas6, p123, en MA/KQ

-base seca, (n=15) 3078.9 2453.5

3
Me”, psse, P123,
mg/Kg-base seca,

(n=15) 1576.9 2079.0

Me, pase123, MA/Kg
— base seca
(n=30) 1954.0

X, pase123, MO/KQ,
base seca (n=30) 2765.7

o, toda la muestra
n=30 2701

1. Cada valor es individual y es el promedio de una muestra analizada por triplicado por ICP-MS.
Las medias son el promedio de los 5 valores de las fechas indicadas y la mediana se toma del
grupo de valores indicados de n=15 y n=30.

2. Valores en negritas indican valor mas bajo y mas alto, encontrado en el P6. Rio arriba de la
mina.

3. Me=valor de la mediana de la muestra.

4. Lavariacion estandar es mas ala que la media de datos lo que indica mucha dispersion de datos.



Cuadro 4.6. Comparacion estadistica de puntos de muestreo de concentracion
promedio de plomo en sedimentos. Tres comparaciones realizadas, la primera es con
los puntos rio arriba, los cuales nos indican que no hay diferencia estadistica
significativa entre ellos (P4, P5 y P6). De igual manera entre los puntos P1, P2y P3, no
hubo diferencia estadistica significativa. EI mismo resultado se encuentra al comparar
entre el grupo de datos de los puntos rio arriba y rio abajo.

punto Letra que indica si Y
Referencia hggg‘?ﬁgga
S _f_' t! 1 mg/Kg (ppm) —
gnimncativa base seca
P4? (-300m) a 2460
Rio arriba P5 (-200m) a 3321
P6 (-100m) a 3453
P1 (+50m) a 2730
Rio Abajo P2 (+150m) a 2605
P3 (+250m) a 2025
rio arriba P456° a 3078
rio abajo P1233 a 2454

Las comparaciones fueron realizadas por el método de Tukey y Kramer con a=0.05

1. La misma letra indica que no hay diferencia estadistica significativa, letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas.

2. Para cada punto n=5.

3. Enlos grupos de puntos rio arriba (P456) y rio abajo (P123), n=15.







Cuadro 4.7. Concentracion promedio de plomo en sedimentos contra la normatividad
para suelos NOM 147. En todos los casos superan los niveles maximos permisibles.

Uso agricola — limite maximo permitido, en mg/kg — 400
base seca
Limites maximos
normativos Uso residencial — limite maximo permitido, 800
en mg/kg base seca
X, en mg/Kg — base seca, rio arriba (n=15) 3078
X, en mg/Kg — base seca, rio abajo (n=15) 2454
X, en mg/Kg — base seca, rio abajo (n=30) rio 2766
arriba + rio abajo
Resultados Me, mediana, en mg/kg base seca — rio arriba
obtenidos (n=15) 1577
Me, mediana, en mg/kg base seca — rio abajo,
_ 2079
(n=15)
Me, mediana, en mg/kg base seca — rio arriba + rio
. - 1954
abajo, (n=30)

1. NOM-147 SEMARNAT-SSA1 del 2 de marzo del 2007.




4.3 Plomo en renacuajos.

En la figura 4.3 se presentan las concentraciones medias obtenidas de plomo en
renacuajos por punto de muestreo a través de todas las fechas, donde se pudo mostrar
que hay 2 valores en los puntos P6 (-100m) y en el P1 (+50m), en los que los valores
son altos respecto a todo el grupo de valores y son el la fecha E, con la primera llegada

de lluvias e incremento del volumen de agua.

El analisis estadistico (Tukey y Kramer), mostr0 que no hay diferencia
significativa entre todos los puntos y tampoco entre el grupo de datos rio arriba y rio
abajo como se indica en los cuadros 4.8 y 4.9.

En el cuadro 4.10 se presentan los promedios de las concentraciones de plomo
en agua, sedimentos y renacuajos y se pudo observar que solo la concentracion media
en agua es superior en rio abajo. La mediana de datos se mantiene en el mismo
comportamiento. En sedimentos la media es mas baja rio abajo, pero la mediana de
datos es mas alta rio arriba y finalmente en la concentracion media de plomo en
renacuajos los valores de la media y la mediana de datos es mas baja rio arriba. Estos
resultados no presentan un comportamiento que nos indique alguna tendencia en rio
abajo o rio arriba porque se contraponen para llegar a alguna conclusién. Sin embargo
con la prueba estadistica (Tukey y Kramer) nos indicO que en sedimentos y renacuajos
no hay diferencias significativas. En agua si hay diferencia estadistica significativa, lo
gue pudiera indicar que si hay factores que pudieran estar afectando la concentraciéon
de plomo en agua en los puntos rio abajo.
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Cuadro 4.8. Concentracion promedio de plomo en renacuajos por ICP-MS. Los valores
en negritas son los valores bajo y alto obtenidos. Los valores de las medias y medianas
nos indican que la concentracién de plomo en renacuajos es mayor en rio arriba.

Rio arriba Rio abajo
fecha P4 P5 P6 P1 P2 P3
(-300m) (-200m) (-100m) (+50m) | (+150m) | (+250m)
1
A - 11 abril 08 37.61 50.45 162.16 89.73 28.88 75.55
2
B - 18 abril 08 5.79 14.07 37.34 42.31 0.06 22.74
C - 3 mayo 08 8.65 28.79 75.01 13.43 27.83 8.92
D - 24 mayo 08 6.10 54.43 143.17 25.26 35.10 26.63
E - 24 junio 08 87.54 133.40 263.48%  201.72 69.16 61.57
‘Xp, Mg/Kg - base 29.14 56.23 136.23 74.49 32.21 39.08
seca, (n=5)
“Xpase, P123, en MY/KQ - 73.87 48.59
base seca, (n=15)
Me® pass, p123,
mg/Kg-base seca, 50.45 28.88

(n=15)

Me, pase123, Mg/kg —
base seca (n=30)

37.48

X, pase123, MY/Kg,
base seca (n=30)

61.23

o* toda la muestra
n=30

62.72

1. Cada valor es individual y es el promedio de una muestra analizada por triplicado por ICP-MS.
Las medias son el promedio de los 5 valores de las fechas indicadas y la mediana se toma del
grupo de valores indicados de n=15 y n=30.

2. Valores en negritas indican valor mas bajo y mas alto, encontrado en el P6. Rio arriba de la

mina.

3. Me=valor de la mediana de la muestra.
4. La variacion estandar es mas ala que la media de datos.




Cuadro 4.9 Comparacion estadistica de puntos de muestreo de concentracion
promedio de plomo en renacuajos. Tres comparaciones fueron realizadas. Los puntos
rio arriba indicaron que no hay diferencia significativa entre ellos, el mismo resultado se
obtiene en los puntos rio abajo, y también en la comparacion entre el grupo de puntos
rio arriba contra los de rio abajo.

Referencia punto Letra que indica si hay X
diferencia estadistica
significativa® mg/kg — base seca
P4 a 29.14
Rio arriba P5 a 56.23
P6 a 136.23
P1 a 74.49
Rio abajo P2 a 32.21
P3 a 39.08
Promedio rio arriba P456 a 73871
Promedio rio abajo P123 a 48.59

Las comparaciones fueron realizadas por el método de Tukey y Kramer con a=0.05

1. La misma letra indica que no hay diferencia estadistica significativa, letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas.



Cuadro 4.10 Concentracion promedio de plomo en agua, sedimentos y renacuajos. Solo
en agua, la concentracion de plomo es mayor rio abajo, en sedimentos y renacuajos es
a la inversa, excepto por la mediana en sedimentos.

. . . : En todos los
_ . Rio arriba Rio abajo
Matriz Variable n=15 n=15 puntos
’ . n=30
P456 P123 P456123
Agua X 1.19 9.25 5.36
[Pb], (/L)
Me=mediana 0.7785 2.23 1.66
En X 3078.9 2453.5 2765.7
sedimentos
1954.0
1576. 2079.
[Pb], (mg/Kg Me =Mediana >76.9 079.0
base seca)
En X 73.87 48.59 61.23
renacuajos
37.48
[Pb], (mg/Kg Me=Mediana 50.45 28.88
base seca)




4.4  Evaluacién de dafio genotoéxico.

En la figura 4.4 se presentan algunas fotografias representativas de células de
renacuajos rio arriba y rio abajo de la mina. En las fotografias rio arriba de la mina se
puede observar un menor dafio genético los nucleos de las células casi no presentan
rotura en las cadenas de ADN, las fotografias de rio abajo presentan un mayor dafio

genético con una mayor longitud de cauda o cometa.

En el Cuadro 4.11 fueron definidos ocho cuadros en donde estan identificados
diferentes estudios de los resultados obtenidos de longitud de cauda, momento de Olive
y momento de cauda. Estos resultados fueron determinados a través del software
comet y fueron los valores mas representativos del estudio. En estos cuadros no
aparecen los resultados de la fecha A porque, en esta primera fecha del 11 de abril de
2008, los renacuajos murieron antes de hacer los muestreos de sangre

Los resultados de las lecturas de las laminillas se presentan en los cuadros
4.11.1 al 4.11.8. Los resultados fueron ordenados de dos maneras por puntos y por
fechas, para revisar y analizar comportamientos en todo el transecto del rio. También
fueron realizadas comparaciones multiples para determinar si habia diferencias
significativas entre los puntos rio arriba, rio abajo o bien combinaciones de ellas,

usando el analisis estadistico de Tukey y Kramer.



Rio arriba

Rio abajo

Figura 4.4 Nucleos representativos de células de re  nacuajos de la especie
Ecnomiohyla miotympanum, en muestras obtenidas rio arriba y rio abajo de la
mina del transecto del Rio Escanela.




Cuadro 4.11 Matriz que indica las comparaciones

grupos de muestreo.

realizadas entre fechas, puntos y

Cuadro 4.11.1 Dafio genético en cada
punto rio arriba de la mina

Cuadro 4.11.2 Dafio genético en cada

punto rio abajo

Fechas
P4 P5 P6 P1 P2 P3
(-300m) (-200m) (-100m) (+50m) (+150m) (+250m)
B - 18 abril 08 P4-B P5-B P6-B P1-B P2-B P3-B
C - 3mayo 08 P4-C P5-C P6-C P1-C P2-C P3-C
D - 24 mayo 08 P4-D P5-D P6-D P1-D P2-D P3-D
E - 24 junio 08 P4-E P5-E P6-E P1-E P2-E P3-E
Fechas Cuadro 4.11.3 Dafio genético entre puntos | Cuadro 4.11.4 Dafio genético entre puntos
rio arriba rio abajo
B - 18 abril 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
C - 3 mayo 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
D - 24 mayo 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
E - 24 junio 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
Fechas Cuadro 4.11.5 Dafo genético entre todos los puntos
B - 18 abril 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
C - 3 mayo 08 P4 PS5 P6 P1 P2 P3
D - 24 mayo 08 P4 P5 P6 P1 P2 P3
E - 24 junio 08 P4 PS5 P6 P1 P2 P3
Fechas ~ - . : . .
Cuadro 4.11.6 Dafio genético entre puntos rio arriba y rio abajo, acumulado
Todas las
fechas PABCDE P5BCDE P6BCDE P1BCDE P2BCDE P3BCDE
Fechas Cuadro 4.11.7 Dafio genético entre todos los puntos, acumulado
Todas las
fechas PABCDE P5BCDE P6BCDE P1BCDE P2BCDE P3BCDE
Fechas Cuadro 4.11.8 Dafio genético entre dos punto, acumulado
BCDE- todas
las fechas PX = P456-BCDE PY=P123-BCDE




En el Cuadro 4.11.1 fueron ordenados los datos de longitud de cauda (LC),
momento de Olive (MO) y momento de cauda (MC), la comparacion de valores es
vertical por fechas en cada punto rio arriba de la mina, en el punto 4 puede observar
que los parametros LC y MO hubo diferencia significativa, no asi en el momento de
cauda en donde en la fecha B, no presenta diferencia significativa con las fechas C y D.
Este punto es de baja profundidad (30 a 40 cm), de corrientes rapidas con obstaculos
de piedras bajas, muy amplio y con pocos sedimentos. En el punto 5 se observo que las
comparaciones son mas complejas, en las fechas B y E no hay diferencias significativas
en los parametros de LC. En MO, las fechas B y E, no hay diferencia significativa pero
esto también se cumple entre las fechas B y D y entre las fechas C y D, tampoco hay
diferencia significativa. Sin embargo entre las fechas B y C si hay diferencia estadistica
significativa y la fecha E, hay diferencia significativa con las fechas C y D. En el mismo
punto en el parametro MC es muy similar la comparacion con MO, las fechas By E, no
hay diferencia, y entre C y D tampoco hay diferencia significativa, y estas dos fechas
son significativamente diferentes de B y E. El punto B es significativamente diferente de
las fechas C y D. mientras que en fecha E hay diferencia estadistica significativa de la
fecha C. El punto 5 presenta parametros tales como profundidad de 1 metro, en forma
de poza hay mayor permanencia del agua y presenta una gran cantidad de sedimentos.
En el punto 6 tenemos solo 3 fechas de comparacion, B, D y E; porque los renacuajos
en la fecha C (3 de mayo 08) todos murieron y no se les extrajo sangre. Entre las
fechas B y D no hay diferencia estadistica significativa en los tres parametros LC, MO, y
MC, pero si hay diferencia estadistica significativa estas dos fechas en comparacion con

la fecha D. El punto también es de baja profundidad con rapidos y muy poco sedimento.

En el andlisis de estos puntos indican que hay condiciones variables en el rio que
pueden afectar el dafio genético, las cuales pueden estar a la estabilidad del punto de
muestreo, relacionado al flujo y volumen de agua, asi como movimiento de los
sedimentos, en los puntos de mayor volumen de agua, corresponde a un mayor dafo

genético, en las fechas By E.



Cuadro 4.11.1 Comparacion de la deteccidon del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum en cada punto rio arriba de la mina.
Entre las fechas de muestreo fue realizada una comparacion vertical de valores promedio
de dafio genético en cada punto en los parametros de longitud de cauda, momento de
Olive y momento de cauda.

Punto techa N longitud de | Momento de | Momento de
cauda [X] Olive, [ X] cauda [X]
B - 18 abril 08 300 1.34°¢ 0.66 ° 0.46°°
P4 C -3 mayo 08 b b b
(-300m) 300 2.29 2.02 1.38
D - 24 mayo 08 300 0.14 ¢ 0.00 ¢ 0.01°
E - 24 junio 08 299 3.93° 3.72° 2.68°
B - 18 abril 08 300 2,132 1.18 2" 0.952
P5
(-200m) | C-3mayo08 300 0.42° 0.10° 0.03°
D - 24 mayo 08 300 0.62° 0.51°¢ 0.27 b¢
E - 24 junio 08 299 2.06 2 1.99 2 0.822°
PG B - 18 abril 08 300 1.16° 0.60° 0.20°
(-100m)
C - 3 mayo 08 B ) ) )
D - 24 mayo 08 300 1.01° 0.71° 0.47°
E - 24 junio 08 300 4.26 2 3.96 2 3.16 2

Tukey y Kramer, a=0.05

La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.

En fecha C, punto 6 murieron los renacuajos, no se tom6 muestra de sangre.







En el Cuadro 4.11.2 se presentan los resultados obtenidos en rio abajo, el
punto 1 solo en la fecha E, se encontrd diferencia estadistica significativa en los tres
parametros LC, MO y MC. En el punto 2 las fechas C y D no tienen diferencias
estadisticas significativas en los tres parametros LC, MO y MC, sin embargo estas
fechas presentaron significancia estadistica con las fechas B y E pero solo en LC y MO,
ya que en MC solo hay diferencia estadistica significativa con la fecha B. En el punto 3
las fechas B y D no hay diferencia estadistica significativa en los tres parametros LC,
MO y MC, pero si hay con respeco a las fechas D y E peros solo en los parametros de
LC y MO. En momento de cauda solo la fecha E tiene diferencia estadistica significativa
de las fechas B, C y D, en las cuales no hay diferencia estadistica significativa. EI mayor
dafio genético fue en la fecha E, en los puntos 1 y 3, ya que se encontraron valores
altos, en punto 1 los valores fueron en LC igual a 8.96um, MO igual a 12.89 y en MC
igual a 13.86, con respecto a los valores que les siguen los cuales fueron en la fecha B,
con 1.61um (LC), 1.21 (MO) y 0.55 (MC) respectivamente. En el punto 1 los valores
obtenidos fueron 9.12um (LC), 11.30 (MO) y 9.61 (MC), con respecto a los valores que
les siguen fueron en la fecha D, 2.72um (LC), 11.30 (MO) y 9.61 (MC) respectivamente.



Cuadro 4.11.2 Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum en cada punto rio abajo de la
mina. Comparaciéon de valores promedio de dafio genético entre fechas de muestreo en
cada punto. Verticalmente se comparan los parametros de longitud de cauda, momento

de Olive y momento de cauda

Punto Fecha n longitud ge Morgi:‘: - Momento Ee
cauda [X] [X] cauda [X]
o1 B - 18 abril 08 91 1.61° 1.21° 0.55°
(+50m) C -3 mayo 08 300 1.51° 1.10° 0.44"
D-24mayo08 39 1.09° 0.56 0.22"
E - 24 junio 08 300 8.96 2 12.89 2 13.86
o B - 18 abril 08 286 5182 4.61° 3.55%2
(+150m) € -3 mayo 08 300 1.47° 1.19° 0.64 "
D-24mayo08 30 1.41° 0.89° 0.39°
E - 24 junio 08 300 0.21°¢ 0.00 © 0.24
o3 B - 18 abril 08 300 1.16° 0.75° 0.25°
(+250m) C - 3 mayo 08 300 0.82°¢ 0.45 ¢ 023"
D-24mayo08 30 2.72" 2.81° 1.77°
E - 24 junio 08 300 9.12° 11.30 9.61°

Tukey y Kramer, a=0.05




La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.

En el cuadro 4.11.3 se presentan los resultados obtenidos para los puntos rio
arriba, en los que fue realizado un estudio horizontal de cada parametro por cada punto
y fecha de muestreo. En las fechas B y E, la longitud de cauda (LC) en los puntos 4y 6
no presentaron diferencia estadistica significativa entre ellos pero si hay diferencia
estadistica significativa con respecto al punto 5. En la fechas C y D, si hay diferencia
significativa entre todos los puntos. En el parametro momento de Olive (MO), las fechas
B, C y D en todos los puntos (P456), no se encontraron diferencias estadisticas
significativas. En la fecha E, los puntos 4 y 6 no muestran diferencia estadistica
significativa, pero con respeto al punto 5, si hay diferencia estadistica significativa. En
momento de cauda (MC), hay mayores diferencias estadisticas significativas entre los
puntos, en la fecha B el punto 4 tiene diferencia estadistica significativa con el punto 6
pero no con el punto 5, o bien tiene diferencia estadistica significativa con el punto 5
pero no con el 6. La fecha D, es similar el comportamiento a la fecha B pero el punto de
referencia es el punto 5, este puede ser estadisticamente diferente al punto 4 o al punto
6. En la fecha E, todos los puntos 4, 5y 6 son estadisticamente diferentes. Los puntos 4
y 6 son muy parecidos, con baja profundidad, mayor flujo de agua y con poco
sedimento, en los tres parametros LC, MO y MC, se pudo observar que hay
repeticiones en donde indican que no hay diferencias estadisticas significativas entre

estos puntos.

En el cuadro 4.11.4 se presentan los resultados obtenidos para los puntos rio
abajo, en los que fue realizado un estudio horizontal de cada parametro por cada punto
y fecha de muestreo. Para las fechas B y E, la LC, en los puntos 1 y 3 no hay diferencia
significativa entre ellos, pero si hay con respecto al punto 2. En la fecha D hay
diferencia estadistica significativa entre los tres puntos y en la fecha C los puntos 1 y 2
no hay diferencia estadistica significativa pero si hay con respecto al punto 3. En MO y
MC, se repite el mismo comportamiento en las fechas B y E, los puntos 1 y 3 no
muestran diferencias significativas entre ellos pero si con respecto al punto 2. Sin
embargo en las fechas C y D, los puntos 1 y 2 no hay diferencias estadisticas
significativas entre ellos pero si con respecto al punto 3.



Cuadro 4.11.3 Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre puntos por fecha de
muestreo rio arriba de la mina. Horizontalmente fueron comparados los parametros
longitud de cauda, momento de Olive y momento de cauda.

P4 P5 P6
Parametro fecha (-300m) (-200m) (-100m)
B - 18 abril 08 1.34° 2132 1.15°
é-grégialéi C - 3 mayo 08 509 a 041" .
D - 24 mayo 08 0.13 ¢ 0.62° 1.0
E - 24 junio 08 3.93 @ 2.06°" 4.26 2
B - 18 abril 08 0.66 ° 1.18°2 0.60%
'\é'gfg‘lfi:‘: C - 3 mayo 08 9028 0.10° _
D - 24 mayo 08 0.00 2 0512 0012
E - 24 junio 08 3722 1.99 P 3.95 2
B - 18 abril 08 0.46 2° 0.95° 0.20 °
'(\j";::“airgg C - 3 mayo 08 1382 0.03 b B
D - 24 mayo 08 0.27b 0.47 ab 0.01 @
E - 24 junio 08 2682 0.82 P 316 2

Tukey y Kramer, a=0.05
La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.




Cuadro 4.11.4 Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre puntos por fecha de
muestreo rio abajo de la mina. Horizontalmente fueron comparados los parametros
longitud de cauda, momento de Olive y momento de cauda.

Eech Punto 1 Punto 2 Punto 3
Parametro echa +50m +150m +250m
B - 18 abril 08 1.61° 5.182 1.16°
Longitud
C - 3 mayo 08 b
de cauda y 1.51° 1.47°2 0.82
D - 24 mayo 08 1.08° 0.21 ¢ 2,722
E - 24 junio 08 8.96 1.41 ° 9.112
B - 18 abril 08 1.21° 4.612 0.75°
Momento
E-24junio08 15 gga 0.89° 11.30 2
B - 18 abril 08 0.55° 3.55% 0.25°
Momento
de Cauda C - 3 mayo 08 0.44 2 0642 0.232
D - 24 mayo 08 0.22° 0.24" 1.77°2
E-24junio08  13gga 0.39° 9.61°

Tukey y Kramer, a=0.05
La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.




En el Cuadro 4.11.5 se realiz6 una comparacién horizontal entre todos los
puntos y fechas por cada parametro encontrando que la longitud de cauda en la fecha B
en cuatro puntos (4, 6, 1 y 3), no hay diferencia estadistica significativa, y hay diferencia
estadistica significativa con el punto 5 y 2. Entre los puntos 5 y 1 no hay diferencia
estadistica significativa, pero hay diferencia estadistica significativa con los puntos 4, 6,
2y 3. En la fecha C el punto 4 y 2 no hay diferencia estadistica significativa entre ellos
pero si con los puntos 5, 1 y 3. Los puntos 1 y 2 no tienen diferencia estadistica
significativa pero si hay con respecto a los otros puntos. Los puntos 5 y 3 también
muestran que no hay diferencia estadistica significativa pero si con respecto a los otros
puntos 4, 1 y 2. En la fecha D los puntos 5, 6 y 1 no muestran diferencia estadistica
significativa pero si hay con el resto de los puntos, los puntos 4, 5y 2 también muestran
que no hay diferencias estadisticas significativas entre ellos y la Ultima tercia que no
muestra diferencia estadistica significativa entre ellos son los puntos 4, 5y 6. En la
fecha E se forman parejas de valores que no muestran diferencias significativa entre
ellos (puntos 4y 6, puntos 1y 3,y 5y 2), pero si hay diferencias con los otros puntos

con respecto a los otros puntos.

En momento de Olive en la fecha B los puntos 4, 5, 6, 1 y 3 no muestran
diferencia estadistica significativa. En la fecha C los puntos 1, 2 y 3 no muestran
diferencias estadisticas significativas, también la pareja de los puntos 5 y 3 no muestran
diferencia estadistica significativa. En la fecha D los puntos 4, 5, 6, 1 y 2 no muestran
diferencia estadistica significativa. Por ultimo en la fecha E, los puntos 4, 5y 6 no
muestran diferencia estadistica significativa, otros pares de valores que no muestran
diferencia estadistica significativa son los puntos 5y 2, y los puntos 1y 3. En cada caso
mencionado no hay diferencias estadisticas con respecto a los otros puntos.

En el momento de cauda, los grupos de puntos que no muestran diferencia
estadistica significativa son: en la fecha B los puntos 4, 5, 6, 1 y 3. En la fecha C son los
puntos 5, 1, 2 y 3. También los puntos 4 y 2. En la fecha D los puntos 4, 5, 6, 1, 2. En la
fecha los puntos 4, 5, 6 y 2. En cada caso con respecto a los otros puntos si hay
diferencia estadistica significativa. En los parametros de momento de Olive y momento



de cauda se obtuvieron valores de comparacion mas uniformes que en longitud de
cauda para identificar diferencias estadisticas significativas entre los puntos. En

momento de cauda de 23 valores, 5 mostraron diferencia estadistica significativa.

En el Cuadro 4.11.6 se realizO una comparacion independiente, puntos rio
arriba y puntos rio abajo, integrando para cada punto todas las fechas de muestreo
como uno solo, en donde se observé para longitud de cauda que en los puntos rio
arriba los puntos 4 y 6 no presentan diferencias estadisticas significativas, pero son
significativamente diferentes con respecto al punto 5; el comportamiento fue el mismo
para MO, MC. Para los puntos rio abajo en los tres parametros todos los puntos son
significativamente diferentes. El punto 1 es el que presenté un mayor dafio genotoxico,

en segundo lugar el punto 3, y el punto 2 en tercer lugar.

Haciendo una comparacién entre todos, de forma horizontal (Cuadro 4.11.7), se
observdé que los puntos 4, 6 y 2 no son significativamente diferentes, pero son
significativamente diferentes contra los puntos 5, 1 y 3. En los parametros de MO y MC,
los puntos 4, 5, 6 y 2 no hay diferencia estadistica significativa, peros son diferentes
respecto a los puntos 1 y 3. El punto 1 es el que presentd y el punto 5 el de menor
mayor dafio genotdxico en los tres parametros de LC, MO y MC.

Finalmente en el Cuadro 4.11.8 fueron comparados los puntos rio arriba (PX-
456), contra los puntos rio abajo (PY-123) y el resultado fue determinante en los tres
parametros, los puntos rio arriba, son significativamente diferentes a los puntos rio
abajo; y en los tres casos el dafio genotdéxico es mayor en los puntos rio abajo.
Considerando estos resultados podemos decir que los puntos de muestreo rio abajo de
la mina estan siendo mas vulnerables a la contaminacion por las actividades del hombre

incluyendo la actividad minera.



Cuadro 4.11.5 Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre todos los puntos por fecha
de muestreo. Horizontalmente fueron comparados los parametros de longitud de cauda,
momento de Olive y momento de cauda por fecha de muestreo a través de todos los

puntos.
Rio arriba Rio abajo
Parametro Fecha
P4 P5 P6 P1 P2 P3

-300m | -200m | -100m | +50m | +150m | +250m
Longitud B - 18 abril 08 1.34° 213 116° 161°° 518°* 1.16°
de cauda C - 3 mayo 08 229%  041° — 1.51°  1.47* 082°
D - 24 mayo 08 013° 062°° 1.01° 1.09° o021° 272°
E - 24 junio 08 393" 206° 426" 896°  141° 912°
B - 18 abril 08 066° 118" 060° 1.21° 461* 075°
MOT;C? el cos mayo 08 2.02% 0.10° — 1.10° 119"  046°°
D - 24 mayo 08 0.00° 051° 071° 056" 000" 281°
E - 24 junio 08 3.72°° 1.99°° 395" 1289° 0.89° 11.30°
B - 18 abril 08 046° 095° 020" 055° 355%  0.25°
Mor:;un(:z 4 | . 3mayo08 138° 003 —  044° 064°° 023"
D - 24 mayo 08 0.01° 027" 047" 0.22° 024" 1.77°
E - 24 junio 08 268° 082° 316° 1386% 039° 961"

Tukey y Kramer, a=0.05
La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.




Cuadro 4.11.6 Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre los puntos rio arriba y rio
abajo de la mina en los parametros de longitud de cauda, momento de Olive y momento

de cauda.

rio arriba
Parametro
P4 P5 P6
-300m -200m -100m
n=1199 n=1199 n=900
Logﬁijdade 1.92°2 1.31° 2142
Morgiczo de 1552 0.95° 1.76 2
MO&“:S;Z de 1.13° 052" 1.28°
rio abajo
Parametro
Punto 1 Punto 2 Punto 3
+50m +150m +250m
n=991 n=1186 n=1200
Logﬂt”ddade 5.41 2 2.26° 3.45°
Momento de
Olive 7.26° 1.85 ¢ 3.83°
Momento de 7 45 @ 1o5¢ 2.97°
Cauda ' '

Tukey y Kramer, a=0.05
La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra diferente

indica que si hay diferencia estadistica significativa.






Cuadro 4.11.7 Comparacién de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre todos los puntos del
transecto del Rio Escanela. Verticalmente son comparados los parametros longitud de
cauda, momento de Olive y momento de cauda.

Punto n Longitud de Cauda Momento de Olive Momento de cauda

datos desviacion | +error desviacién | +error desviacion | +error
media estandar | estandar | media estandar | estandar | media estandar | estandar

P4

1199 1.92° 3.71 0107 1.53° 545 0.157 1.13° 552 0.159
(-300m)

P5 1199 1.31° 232 0.067 095° 402 0116 0.52° 2.89 0.083
(-200m)

P6 900 2.14° 3.69 0123 1.75° 4.99 0.166 1.27° 6.12 0.204
(-100m)

P1 991 5.41%° 8.97 0.284 7.26* 20.65 0.654 7.44* 29.72 0.942
(+50m)

P2 1186 2.26° 3.86 0.112 1.85° 4.24 0123 1.25° 462 0.134
(+150m)

P3 1200 3.45° 6.11 0.176 3.83° 992 0.287 2.96° 11.28 0.323
(+250)

Tukey y Kramer, a=0.05
La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.




Cuadro 4.11.8 Comparacion de la deteccién del dafio genético en eritrocitos de
renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum entre dos puntos rio arriba
contra rio abajo de la mina. Horizontalmente son comparados cada parametro de
longitud de cauda, momento de Olive y momento de cauda; en los tres casos
presentaron diferencias estadisticas significativas.

Caracteristica

Rio arriba

Px(pase)

(Punto 4 - n=1199)
(Punto 5 - n=1199)
(Punto 6 - n=900)

Rio abajo

Pvr123)

(Punto 1 —n=991)
(Punto 2 - n=1186)
(Punto 3 - n=1200)

Ntotal =3298 Niota=3377
Longitud de Cauda 1.76° 3.40°
Momento de Olive 1.38° 3.432
Momento de Cauda 0.95° 3.152

Tukey y Kramer, a=0.05

La misma letra en los valores obtenidos en el superindice indica que no hay diferencia estadistica significativa, letra
diferente indica que si hay diferencia estadistica significativa.




En la figura 4.5 se ilustran graficamente los valores de dafio genético en
longitud de cauda, momento de Olive y momento de cauda a través del transecto
muestra del Rio Escanela, en el que se pudo observar la relacion existente entre todos
los puntos de muestreo, identificando nuevamente el punto 1 (+50m), como el de mayor

dafio genotdxico en los tres pardmetros.

En la figura 4.6 se incluyéd los resultados obtenidos de la concentracion del
plomo en agua, sedimentos y renacuajos, (cuadros 4.3, 4.5 y 4.8 respectivamente), los
resultados del agua son los que marcan la diferencia en los puntos rio abajo de la mina
con la mayor concentracion, en los puntos 3, 2 y 1 respectivamente. La concentracion
media de plomo en renacuajos y sedimentos es dividida entre 1000, para hacer una
comparacion relativa y grafica con la concentracion de plomo en agua, la cual presenta
mayores diferencias que la concentracién de plomo en renacuajos o sedimentos. El
punto 1, es el que presenta el mayor dafio genotoxico y en segundo lugar el punto 3, no
hay una relacion directa entre el dafio genotoxico contra la concentracion de plomo en
agua, sin embargo podemos decir que hay una tendencia en rio abajo de la mina, en la

gue se encuentra mayor dafio genotéxico y mayor concentracion de plomo.



Cuadro 4.12.

Comparacion de la deteccion del dafio genético en eritrocitos de

renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum contra concentraciones de plomo
en Renacuajos, sedimentos y agua. Letras en negritas en Punto P1 y punto P3 indican el
primer y segundo lugar en dafio genético en las caracteristicas de Longitud de cauda,
momento de Olive y momento de cauda. Concentracion en Plomo valores subrayados, el
P3, P2,y P1, indican primero segundo y tercero.

Parametro
P4 P5 P6 P1 P2 P3
(-300m) | (-200m) | (-100m) | (+50m) | (+150m) | (+250m)
Long't“dufne cauda, 1.92 1.31 2.14 5.41 2.26 3.45
Momento de Olive 1.53 0.94 1.75 7.26 1.85 3.83
Momento de Cauda 1.13 0.52 1.27 7.44 1.25 2.97
X
[Pb] en Renacuajos, 29 56 136 74 32 39
ppm
X
[Pb] en ssg:me”tos' 2460 3321 3453 2730 2605 2025
X 0.72 1.2 157 452  11.19 12.04

[Pb] en agua, pg/L
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V. DISCUSION

Las concentraciones de plomo en agua encontradas en 30 muestras de agua
en los seis puntos de muestreo, cinco superaron el limite maximo permisible de
concentracion de plomo, para agua potable (0.01mg/L NOM-127 SSA1:1994 - 2000). La
concentracion promedio El promedio de resultados obtenidos rio arriba fue de 0.0012
mg/L, contra 0.00925 mg/L en rio abajo; lo cual nos indica que en promedio hay una
mayor concentracion de plomo rio abajo de la mina. Para la NOM 001-ECOL: 1996 —
2003 la cual es referida a rios y su proteccion de vida acuatica el limite maximo
permisible de concentracién de plomo es un promedio mensual de 0.5 mg/L, el valor
promedio de 29 muestras en un muestreo de 3 meses fue igual a 0.0054 mg/L. Lo cual
indica que el Rio Escanela, en el transecto de muestreo no supera el nivel de plomo
permitido, para la proteccion de vida acuatica. La inhibicion bioquimica de las
sustancias organicas empieza cuando los niveles de plomo estan por encima de 0.1
mg/L y en ninguno de los casos llega a estos valores dado que el mas alto esta en
0.038 mg/L, la fauna disminuye cuando supera los niveles de 0.2 mg/L, y un nivel el
umbral toxico en truchas y peces blancos cuando alcanza niveles de 0.3 mg/L (DVGW,
1985), estudios en laboratorio, para embriones de rana bufonarum, indican retraso en el
desarrollo cuando, se encuentran concentraciones de plomo entre los 10y 20 mg/L, y a
30 mg/L, se presenta retraso en el desarrollo de embriones y curvatura en espina dorsal
(Sandoval y col, 2004); por lo tanto podemos decir que, de acuerdo a los resultados
obtenidos el Rio Escanela se encuentra en niveles bajos de concentracion de plomo en

agua, y que no presenta un riesgo para la fauna y la vida acuatica.



La concentracion promedio de plomo en sedimentos en todos los puntos
muestreados se encuentran por encima del limite maximo permisible para el uso de
suelo agricola 6 residencial (400mg/kg y 800 mg/Kg - base seca respectivamente)
NOM-147 SEMARNAT-SSA1-2007). Todos los valores encontrados son por arriba de
los 2000 mg/kg base seca. Los altos indices de plomo en los sedimentos nos pudieran
indicar, que este lugar tiene de forma natural altos indices de plomo en la superficie
terrestre. No se tiene disponible una referencia para sedimentos en la normatividad
mexicana o americana hasta el momento, sin embargo paises desarrollados entre ellos
los Estados Unidos de América y Canad4, han considerado la recuperacion o
remediacion de suelos de sitios contaminados cuando superan los 400mg/Kg base seca
(areas de juego) y de 1200 mg/kg (areas de no juego) de concentracion de plomo
(ATSDR, 2007).

El Rio Escanela seria un candidato adecuado para realizar un estudio completo
para la determinacion de la concentracion de plomo en suelo, para determinar los
niveles de concentracion de plomo en el area y proponer medidas preventivas para la

comunidad de alrededor de 100 familias que habitan el lugar.

En los diferentes puntos de muestreo, se encontraron concentraciones de plomo
en renacuajo desde 0.063 mg/Kg base seca hasta 263.5 mg/Kg base seca, las
concentraciones promedio de los puntos rio arriba es 73.87 mg/kg base seca contra el
promedio de los puntos rio abajo 48.59 mg/Kg base seca, encontrando el promedio mas
alto en el punto 6 con un valor de 136.23 mg/Kg, después el punto P1 con un valor de y
seguido del punto P5. Al parecer los resultados no estuvieron muy relacionados a las
condiciones del lugar o agua, porque el punto P6, el mas alto, es un punto de baja
profundidad con poco sedimento, en contraposicion de los puntos P5 y P1, en los que si
habia mucho sedimento y es mas estable y por lo que se esperaria tener una mayor
concentracion el sedimento y en renacuajos, sin embargo no se presentd este

comportamiento. El plomo entra a los anfibios, por la boca a través del alimento, y en su



etapa de renacuajos su principal alimento son los sedimentos, y por otro lado esta la
permeabilidad de su piel con el agua, que también incrementa el ingreso de plomo a su
organismo, estudios relacionados en laboratorio con la especie Sphenocephala
(Sparling y col, 2006), mencionan que renacuajos que son expuestos a concentraciones
del orden de 3940 mg/kg de plomo 6 mayores , muere el 100% de los individuos y que
en concentraciones mayores a 2360 mg/Kg, el 100% presenta alguna especie de
anormalidad en su metamorfosis, tales como problemas severos en espina dorsal,
disminucién en extremidades como fémur y hiumero o bien deformacién en los dedos y
otras malformaciones en huesos. En este estudio se encontraron concentraciones de
plomo en sedimentos con valores superiores a estas concentraciones de referencia
(2460 en P4, 3321 en P5, 3453 en P6, 2730 en P1, 2605 en P2, y 2025 en P6, todos
ellos en mg/kg base seca); en campo no se pudo observar grupos de individuos
muertos en ningdn punto de muestreo; o bien ranas en su etapa joven de transicioén en

la metamorfosis con alguna anormalidad en su cuerpo.

El andlisis estadistico realizado mostr6 que, para plomo en agua, no hay
diferencias significativas entre todos los puntos, pero si se forman dos grupos, rio arriba
contra rio abajo, rio abajo si tiene diferencia estadistica significativa con rio arriba. En
igual forma fue relacionado para plomo en sedimentos, y fue detectado que entre todos
los puntos asi como entre los grupos rio arriba contra rio abajo no hay diferencias
estadisticas significativas. En la misma situacion detectamos el comportamiento al
determinar plomo en renacuajos; en todos los puntos no hay diferencias significativas.
Tampoco hay diferencias significativas entre los grupos rio abajo y rio arriba de la mina.

Los resultados obtenidos en agua, sedimentos y renacuajos nos mostré que no
hay diferencias estadisticas significativas entre todos los puntos de muestreo en el
transecto del Rio Escanela seleccionado, sin embargo solo el agua presento diferencias
rio arriba con rio abajo, esto nos puede indicar que hay alguna condicién ambiental o

antropogénica que esta modificando la concentracién del agua rio abajo de la mina.



En nuestro estudio se emplearon eritrocitos de sangre periférica de renacuajos
de la especie Ecnomiohyla miotympanum, para evaluar el dafio genotdxico, los
parametros seleccionados mas representativos fueron longitud de cauda (LC), momento
de Olive (MO) y momento de cauda (MC) y los resultados promedio mostraron que el
punto 1 (+50 m) rio abajo de la mina es el que presentd el mayor dafio genotoxico en
todos los parametros de LC, MO, y MC (5.41um, 7.26 y 7.44). Después fue el punto 3
rio abajo de la mina (+250m) también en los tres parametros LC, MO, y MC ( 3.45um,
3.83 y 2.97). Los puntos 4 (-300m), punto 6 (-200m) y el punto 2 (+150m) son muy
similares y el de menor dafio genotéxico fue el punto 5(-200m) en LC, MO y MC
(1.31pm, 0.94 y 0.52 respectivamente).

La concentracion de plomo en agua nos indicé que en los puntos rio abajo son
los de mayor concentracion, el punto 3 (+250m) con 12.04 pg/L después el punto 2
(150m) con 11.18 pg/L, y por ultimo el punto 1 (+50m) con 4.52ug/L. los puntos rio
abajo no mostraron grandes diferencias entre ellos. La concentracion de plomo en
renacuajos y en sedimentos no hubo grandes diferencias entre los puntos. No hubo una
relacion directa entre el dafio genotdxico y las concentraciones de plomo en agua,
sedimentos y renacuajos, aungue la concentracion de plomo en agua pudiera estar

influyendo en los puntos 1y 3, los cuales fueron los de mayor dafio genotéxico.

Estudios realizados de genotoxicidad en el sur de Ontario Canada en eritrocitos
de renacuajos de las especies Rana clamitans y Rana pipens, demostraron que existe
mayor dafio genotoxico a DNA en sitios dedicados a la agricultura donde el uso de
pesticidas es comun, en comparacion con otros sitios en donde no hay actividades de
cultivo como en la Peninsula de Bruce cerca de French River en Canada. La muestra
del sur de Ontario involucré 18 sitios de arroyos, estanques y drenajes de diques
dedicados a la agricultura de los cuales se obtuvieron 56 muestras de un total de 606
renacuajos a los que se les realizo la electroforesis unicelular alcalina resultando con
una formacioén de cometa. Estudios realizados en las afueras de la ciudad industrial de

Windsor Ontario también mostraron un dafio genotoxico alto respecto a los sitios



dedicados a la agricultura como en el sur de Ontario y en French River. El dafio
genotoéxico a DNA varia de acuerdo a la temporada del afio, de las lluvias y de los flujos
de agua (Ralph y Petras, 1997). Otros estudios en laboratorio demostraron dafio
genotoxico en ensayo cometa, al aplicar dosis controladas de 5 herbicidas diferentes
utilizados comunmente en el control de plagas en sitios dedicados a la agricultura en
eritrocitos de renacuajos de la especie Rana catesbeiana (rana toro) en el sur de
Ontario Canada (Clements y col.,, 1997), en este estudio los renacuajos fueron
expuestos por un periodo de 24 horas con varias concentraciones de los herbicidas y
mostraron dafo significativo a DNA, con respecto a renacuajos de control que no fueron
expuestos a estos herbicidas. Estudios realizados en laboratorio con diferentes dosis de
plomo (PbNO3), en a especie Rana nigromaculata, indican que el plomo es un téxico
para la reproduccion en el macho por la induccion de estrés oxidativo y dafio a DNA en
testiculos por via de absorcion de la epidermis. La reproduccion de esta especie puede
ser afectada por contaminantes ambientales y puede estar contribuyendo a la
declinacién global de anfibios (Wang y Jia, 2008). En este estudio fueron seleccionados
60 ranas adultas macho (36 a 42g), de los cuales se hicieron 6 grupos uno de ellos de
control, a los otros 5 grupos les fue tratado con cinco diferentes concentraciones (0.1,
0.2, 0.4, 0.8 yl1.6mg/L de PbNQO3), 30 dias después de tratamiento fueron sacrificados y
obtenido tejido testicular, indicando que los individuos de control tienen dafio genético,
pero en el incremento de dosis de nitrato de plomo el dafio genotoxico en longitud de
cauda y momento de cauda aumenta considerablemente. En la dosis de 0.4mg/L se
duplica el valor de dafio genotoxico en los dos parametros LC, y MC (1.44um el control
y 2.99um el estudio en longitud de cauda y de 0.53 el control contra 1.09 el de estudio
en momento de cauda). Las ranas fueron recolectadas en las montafias de Tian-Mu
Mountain en Hangzhou China, un sitio no contaminado en donde las concentraciones
de plomo fueron de 6.50ug/L en el agua y 20.30ug/L en el sedimento. En comparacién
con nuestro estudio en renacuajos de la especie Ecnomiohyla miotympanum (el Rio
Escanela, lugar montafioso en Pinal de amoles) se encontré una concentracion de agua
de 1.19ug/L rio arriba y 9.25ug/L rio abajo, en sedimentos 3078 mg/Kg base seca en rio
arriba y 2454 mg/Kg base seca en rio abajo. En longitud de cauda se obtuvo en rio



arriba 1.76um y 3.40um rio abajo (mayor que la referencia con la adicion de 0.4 mg/L
de PbNO3) en rio abajo. En momento de cauda 0.95 rio arriba y 3.15 en rio abajo (casi
3 veces el valor de referencia con la adicion de 0.4 mg/L de PbNOg). El dafio genotoxico
como algo normal en los renacuajos de control en el estudio de referencia (Wang y Jia,
2008), en los que no hay una aparente influencia antropogénica y no hay ninguna
interferencia de contaminacion en el sitio. En nuestro estudio rio arriba de la mina las
actividades antropogénicas son pocas y sin embargo los valores obtenidos son
similares en LC 1.44um contra 1.76um, y en MC 0.53 contra 0.95. En contraste en rio
debajo de la mina las actividades antropogénicas se incrementan fuertemente
incluyendo la minera encontrando valores equivalentes a un dafio provocado al
adicionar en laboratorio la dosis de 0.4ug/L; lo que puede interpretarse que las
actividades antropogénicas incluyendo la minera pueden estar provocando un dafio
genotdxico en renacuajos de la especie Ecnomiohyla myotimpanum en los puntos rio
abajo de la mina en el transecto seleccionado en el Rio Escanela de Pinal de Amoles

Querétaro.



VI. CONCLUSIONES

La técnica de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) es una técnica
adecuada para ser utilizada en la evaluacion del dafio genotdxico en la especie

Ecnomiohyla miotympanum.

Los pardmetros longitud de cauda, momento de Olive y momento de cauda pueden
ser utilizados para detectar dafio genotoxico en renacuajos de la especie

Ecnomiohyla miotympanum.

Los renacuajos nativos de la especie Ecnomiohyla miotympanum pueden ser

utilizados para verificar la genotoxicidad ambiental.

Las actividades antropogénicas incluyendo las mineras pueden estar causando

dafio genético en los renacuajos nativos Ecnomiohyla miotympanum

Las concentraciones de plomo encontradas en sedimentos y agua rio abajo de la
mina pueden estar causando dafio genotdxico a los renacuajos de la especie

Ecnomiohyla miotympanum.

Es conveniente realizar una gestion integral adecuada del lugar para determinar

acciones preventivas para disminuir el impacto ambiental de la mina del lugar.
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