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RESUMEN

El riego con agua contaminada con arsénico (As) es un riesgo
para la salud humana, causa la acumulacién de este elemento
en el suelo y afecta el rendimiento de los cultivos. El objeti-
vo de este estudio fue evaluar el efecto de la concentracién
de fésforo (P) en el agua de riego contaminada con As y su
acumulacién en el cultivo de cebada (Hordeum vulgare L.).
La hipétesis fue que la acumulacién de As por la planta de ce-
bada es inversa a la concentracién de P en el agua de riego. El
efecto del P se evalu6 con un disefio experimental multifacto-
rial, con nivel variable de tipo 3% Cuarenta y cinco semillas se
sembraron en pilas de suelo de 0.126 m? de drea, con 20.16 L
de riego con soluciones acuosas de As (50, 200 y 400 ug L")
y P (120,210 y 300 g L™"). El contenido de As en el suelo se
determiné al inicio y final del estudio y en la planta a los 45
y 90 d después de la siembra. El andlisis de los elementos se
realizé por ICP-AES después de la digestién de los materiales
con microondas. La acamulacién promedio de As en la planta
(14 101 = 1 813 ug kg™') del tratamiento con 400 ug L™ de
As fue 2.4 veces mayor que en el tratamiento con 50 g L™'. En
el tratamiento con concentracién mayor de P (300 ug L) la
planta acumulé en promedio 6871+ 1051 ug kg™, esto es 41.4 %
menos As que el tratamiento con 120 ug L. Las concentracio-
nes de P y As en el agua de riego tuvieron un efecto significativo
(p=0.05) en la acumulacién de este dltimo en la planta de ce-

bada; ademads, el P inhibe la absorcién de As en cebada.
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ABSTRACT

Irrigation with water contaminated with arsenic (As) is
a risk to human health since it causes the accumulation of
this element in the soil and affects crop yield. The objective
of this study was to evaluate the effect of phosphorus (P)
concentration on irrigation water contaminated with As
and its accumulation in the cultivation of barley (Hordeum
vulgare L.). The hypothesis was that the accumulation of
As by the barley plant is inverse to the concentration of P
in the irrigation water. The effect of P was evaluated with a
multifactorial experimental design, with a variable level of
type 3°. Forty-five seeds were planted in soil piles of 0.126 m?,
with 20.16 L of irrigation with aqueous solutions of As (50,
200 and 400 ug L") and P (120, 210 and 300 ug L™'). We
determined the content of As in the soil at the beginning and
end of the study, and in the plant at 45 and 90 d after sowing.
The analysis of the elements was carried out by ICP-AES after
the digestion of the materials with microwaves. The average
accumulation of As in the plant (14 101 + 1 813 ug kg™") with
the treatment of 400 ug L' of As was 2.4 times higher than
in the treatment with 50 ug L. In the treatment with higher
concentration of P (300 ug L) the plant accumulated an
average of 6 871 + 1 051 ug kg !, that is, 41.4 % less As than
the treatment with 120 ug L. The concentrations of P and
As in the irrigation water had a significant effect (p=<0.05)
in the accumulation of as in the barley plant; in addition, P

inhibits the absorption of As in barley.

Key words: barley, irrigation water, soil.
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INTRODUCCION

a presencia de arsénico (As) en concentraciones
Lde 500 a 500 000 g L' en agua superficial

y de pozos compromete su uso para consumo
humano y agricola (Nunez ez al., 2016; Rosas-Castor
et al., 2016; Yazdani ez al., 2016). Al respecto, la Or-
ganizacién Mundial de la Salud recomienda como li-
mite mdximo permisible 10 ug L'y 20 000 ug kg™
de As en el agua para consumo humano y en el suelo,
respectivamente (Ng ez al., 2003). En respuesta a es-
tas recomendaciones, México bajé paulatinamente la
concentracion de As permitida en agua potable de 50
225 ug L' (NOM, 2000).

México ocupa uno de los primeros lugares en el
mundo en contaminacién de cuerpos de agua por
concentraciones altas de As, principalmente en agua
subterrdnea. Armienta y Segovia (2008) indicaron
que las fuentes principales de As en reservorios de
agua son naturales, como meteorizacién de rocas,
mineralizaciones, geotermalismo y erupciones volca-
nicas (Bundschuh ez 4/, 2008). Un drea con esta pro-
blemdtica es la regién del Bajio Guanajuatense, en la
provincia fisiografica de la Faja Volcdnica Transmexi-
cana (FVTM). En esta 4rea existe vulcanismo acti-
vo, su relieve estd conformado por conos volcdnicos
basdlticos y dominan fallas geoldgicas de extensién
(Ferrari, 2000). Esta combinacién de factores geolé-
gicos y geomorfolégicos permite contenidos elevados
de As y facilidad de su transporte a través de las frac-
turas. Hay pocos estudios regionales que aborden el
origen y los mecanismos de movilizacién del As en
acuiferos usados para riego de cultivos.

En acuiferos de la Cuenca La Independencia, en
el norte del estado de Guanajuato las concentracio-
nes de As son 25 a 120 ug L™', y podrian deberse
a la disolucién de minerales ricos en este elemento
dentro de los acuiferos (Ortega-Guerrero, 2009).
Morales-Arredondo et al. (2015) sehalaron un ori-
gen geogénico del As en el agua subterrdnea, asociado
especialmente a rocas rioliticas y a la influencia de
la actividad geotermal en el municipio de Juventino
Rosas, en el centro del estado de Guanajuato. Ro-
driguez et al. (2016) cuantificaron 330 ug As L' en
agua de pozo para riego en la localidad de El Copal,
comunidad de Irapuato, Guanajuato.

Los humanos estamos continuamente expuestos a
fuentes naturales de As por actividades antropogéni-
cas, como consumo de alimentos con este metaloide
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INTRODUCTION

he presence of arsenic (As) in concentrations
I of 500 to 500 000 ug L™" in surface water
and wells compromises its use for human and
agricultural consumption (Nufez ez al., 2016; Rosas-
Castor et al., 2016; Yazdani et al., 2016). In this
regard, the World Health Organization recommends
a maximum allowable limit of 10 xg L™" and 20 000 ug
kg™" of As in water for human consumption and in
soil, respectively (Ng ez al., 2003). In response to
these recommendations, Mexico gradually reduced
the concentration of As allowed in drinking water
from 50 to 25 ug L™' (NOM, 2000).

Mexico occupies one of the first places in the
world in contamination of water bodies due to
high concentrations of As, mainly in groundwater.
Armienta and Segovia (2008) indicated that the main
sources of As in water reservoirs are natural, such as
rock weathering, mineralization, geothermalism and
volcanic eruptions (Bundschuh ez 4/, 2008).

One of the areas with this problem is the Bajio
region of Guanajuato, in the physiographic province
of the Trans-Mexican Volcanic Belt (FVTM). In this
area there is active volcanism, its relief is formed
by basaltic volcanic cones and geological faults of
extension prevail (Ferrari, 2000). This combination
of geological and geomorphological factors allows
high contents of As and its easy transport through
fractures. There are few regional studies that address
the origin and mobilization mechanisms of As in
aquifers used for crop irrigation.

In aquifers of the Cuenca La Independencia, in
the north of the Guanajuato state, the concentrations
of As are 25 to 120 ug L', which could be due to the
dissolution of minerals rich in this element within
the aquifers (Ortega-Guerrero, 2009). Morales-
Arredondo ez al. (2015) indicated a geogenic origin
of As in the groundwater, associated especially with
rhyolitic rocks and the influence of geothermal
activity in the municipality of Juventino Rosas, in
the center of Guanajuato. Rodriguez ez al. (2016)
quantified 330 ug As L™" in well water for irrigation
in the town of El Copal, community of Irapuato,
Guanajuato.

We humans are continuously exposed to natural
sources of As by anthropogenic activities, such as
food consumption with this metalloid from the
water-soil-cultivation system (Ongley ez al., 2007).



EFECTO DEL FOSFORO EN LA ACUMULACION DE ARSENICO EN CEBADA (Hordeum vulgare L.) POR RIEGO CON AGUA CONTAMINADA

proveniente del sistema agua-suelo-cultivo (Ongley
et al., 2007). La agricultura es la actividad antro-
pogénica que usa la mayor proporcién de agua, por
lo cual la absorcién de As por los cultivos a través
de su sistema radicular, desde el suelo y el agua de
riego debe investigarse (Dahal ez a/., 2008; Marques
et al., 2009; Rothwell ez 2/, 2009). El incremento
de la concentracién de As en el sistema agua-suelo-
cultivo por actividad agricola, como riego con aguas
profundas, uso de pesticidas que contienen As y agua
residual de la minerfa es evidente (Zhao et al., 2008;
Vamerali ez al., 2009; Lu et al., 2010). El incremen-
to se agudiza en cultivos con consumo mayor, como
la cebada (Hordeum vulgare L.), y en Guanajuato se
produce un tercio del volumen nacional de cebada,
por lo que ocupa el primer lugar en México.

La tolerancia al As es variable entre los cultivos
agricolas, los limites varian en la misma planta y de-
penden de la saturacién de agua, la aireacién y otras
caracteristicas del suelo (Srivastava er al., 2012). La
acumulacién de As en planta también depende de
la presencia en el medio de fosfatos, sulfatos, carbo-
natos y otros compuestos quimicos (Lu ez al., 2010;
Brackhage ez al., 2014). El fosfato y el arseniato son
quimicamente similares y compiten por intercambio
de iones en los intersticios del suelo, por lo cual en
suelos con contenido alto de fosfato pueden existir
menos espacios para la adsorcién del arseniato (Vio-
lante y Pigna, 2002). El arseniato en la planta inte-
rrumpe el metabolismo del fosfato y reacciona con
los grupos sulthidricos de enzimas, lo que inhibe
la funcién celular y provoca la muerte de la planta
(Wang ez al., 2002). El arseniato y el fosfato se trans-
portan por la misma via en las plantas superiores, con
transportadores que tienen afinidad mayor por el fos-
fato (Zhao et al., 2002; Zhao et al., 2008).

Los fertilizantes minerales con sales fosfatadas
son comunes para el cultivo de cereales, pero hay
pocos estudios acerca del efecto del contenido de P
en el agua de riego sobre la acumulacién de As en
las plantas. Smith ez al. (2002) demostraron que el
P aplicado al cultivo puede desplazar al As del suelo,
dejarlo disponible para la planta, en la cual aumenta
la concentracién de As. En plantas de cebada maltera
cultivada en macetas, con suelos con 10 450 a 13 580 ug
As kg™!, de Zimapdn, Hidalgo, México, y regada con
agua de pozo contaminada con 400 ug As kg™, la
concentracién de As alcanzé hasta 33 130 ug kg™
(Prieto et al., 2010).

Agriculture is the anthropogenic activity that uses
the highest proportion of water, so the absorption
of As by the crops through its root system, from
the soil and irrigation water should be investigated
(Dahal ez al., 2008; Marques ez al., 2009; Rothwell
et al., 2009). The increase of As concentration in the
water-soil-cultivation system by agricultural activity,
such as irrigation with deep waters, use of pesticides
containing As and residual water from mining is
evident (Zhao et al., 2008; Vamerali et al., 2009; Lu
et al., 2010). The As increase is exacerbated in crops
of higher consumption, such as barley (Hordeum
vulgare L.), and Guanajuato produces one third
of the national volume of barley, which is why it
occupies the first place in Mexico.

Tolerance to As is variable among agricultural
crops; limits change in the same plant and depend on
water saturation, aeration and other soil characteristics
(Srivastava et al., 2012). The accumulation of As in
plants also depends on the presence in the medium of
phosphates, sulfates, carbonates and other chemical
compounds (Lu ez al., 2010, Brackhage ez al., 2014).
Phosphate and arsenate are chemically similar and
compete for exchange of ions in the interstices of the
soil; thus, in soils with high phosphate content there
may be fewer spaces for the adsorption of arsenate
(Violante and Pigna, 2002). Arsenate in the plant
interrupts the phosphate metabolism and reacts with
the hydrogen sulphide groups of enzymes, which
inhibits cell function and causes plant death (Wang
et al., 2002). Arsenate and phosphate are transported
by the same route in higher plants, with transporters
that have higher affinity for phosphate (Zhao ez 4l.,
2002; Zhao et al., 2008).

Mineral fertilizers with phosphate salts are
common in the cultivation of cereals, but there
are few studies about the effect of P content on
irrigation water regarding the accumulation of As
in plants. Smith ez a/. (2002) showed that P applied
to crops can displace As from the soil and leaves it
available for the plant, in which As concentration
is increased. In malted barley plants grown in pots,
with soils having 10 450 to 13 580 ug As kg™, from
Zimapén, Hidalgo, Mexico, and irrigated with well
water contaminated with 400 ug As kg™, the As
concentration reached up to 33 130 ug kg™"' (Prieto
etal., 2010).

Due to the chemical affinity of As and B the

presence of both elements in the irrigation water
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Por la afinidad quimica de As y P la presencia de
ambos elementos en el agua de riego podria generar
competencia entre ellos tanto en el suelo como en
la planta (Moreno-Jiménez ez al., 2012; Bolan ez al.,
2013; Lee ez al., 2016). Por lo tanto, el objetivo de
nuestra investigacién fue evaluar el efecto de la con-
centracién de P en el agua de riego contaminada con
As sobre la acumulacién de P en plantas de cebada
cultivadas en suelo contaminado con As, en Irapua-
to, Guanajuato. Los transportadores en la planta son
mds afines al P (Zhao ez al., 2008), por lo cual la
hipétesis fue que la planta de cebada acumula menos
As proveniente del suelo y el agua si la concentracién
de P es mayor en el agua de riego.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del sitio del experimento

Este estudio se realiz6 en la localidad El Copal, ubicada a 10
km de Irapuato, en el centro-sur del estado de Guanajuato (20°
44’ 42.10” N, 101° 19° 39.63” O vy altitud media de 1800 m).
En la region existen valles intermontanos extensos, rellenos de
sedimentos continentales modernos. El clima es cdlido subhime-
do, con precipitacién anual entre 550 y 700 mm y temperatura
media anual de 18 °C. La evaporacién media anual es de 1300 mm,
con un déficit hidrico de 600 mm; por lo que la profundidad
de extraccién del agua de pozo dedicada al riego aumenta cada
afio. Debido a los cuerpos rocosos y sus origenes el agua de riego
puede ser fuente de metales pesados.

Los suelos cultivados en la zona El Copal son Vertisoles
(USDA, 2014), de coloracién oscura, formados en climas tem-
plados bajo un régimen ristico de humedad y se caracterizan

por un contenido alto en minerales de arcilla (Eash ez 2/, 2008).
Suelo empleado

En el estudio se utilizaron 1.82 m? de suelo, en la capa con
0.3 m de profundidad, de una parcela agricola, con densidad
aparente de 1.11 g cm ™2, 55.96 % de arcilla, pH de 8.17 y 2.76 %
de materia orgdnica. El riego en El Copal es con agua de pozo

profundo y su concentracién media anual es 330 ug L.
Disefio experimental
El efecto del P se evalué con un disefio experimental multi-
factorial, con nivel variable de tipo 3x3x2. En esta etapa se eva-

luaron la concentracién de As y de P en el agua de riego y en el

desarrollo de la cebada en el tiempo. Los niveles de P en el agua
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could generate competition between them, both in
the soil and plant (Moreno-Jiménez et al., 2012;
Bolan ez al., 2013; Lee et al. al., 2016). Therefore, the
objective of our research was to evaluate the effect of
P concentration on the irrigation water contaminated
with As on P accumulation in barley plants grown in
soil contaminated with As, in Irapuato, Guanajuato.
The transporters in the plant are more related to P
(Zhao ez al., 2008), so the hypothesis was that the
barley plant accumulates less As from the soil and
water if the concentration of P is higher in the
irrigation water.

MATERIALS AND METHODS

Characteristics of the experiment site

This study was carried out at the locality El Copal, located
10 km from Irapuato, in the south-central part of the state
of Guanajuato (20° 44 42.10” N, 101° 19’ 39.63” W and
average altitude of 1800 m). In this region, there are extensive
intermontane valleys, filled with modern continental sediments.
The climate is subhumid warm, with annual precipitation
between 550 and 700 mm and average annual temperature
of 18 °C. The average annual evaporation is 1300 mm, with a
water deficit of 600 mm, so the depth of extraction of well water
dedicated to irrigation increases every year. Due to rocky bodies
and their origins, irrigation water can be a source of heavy metals.
The soils cultivated at El Copal area are vertisols (USDA, 2014),
of dark color, formed in temperate climates under a rustic
humidity regime and characterized by a high content of clay
minerals (Eash, er /., 2008).

Soil used

We used 1.82 m? of soil in the layer of 0.3 m deep, of an
agricultural plot with bulk density of 1.11 g cm-3, 55.96 % clay,
pH of 8.17, and 2.76 % of organic matter. Irrigation at El Copal
is with deep well water and its annual average concentration is

330 ug L7
Experimental design

The effect of P was evaluated with a multifactorial
experimental design, with a variable level of type 3x3x2. In
this stage, we evaluated the concentration of As and P in the
irrigation water and growth of barley over time. The levels of
P in the irrigation water (PAR) were 120, 210 and 300 ug L™'
and those of As (AsAR) were 50, 200 and 400 ug L™'; and the
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de riego (PAR) fueron 120, 210 y 300 g L™ y los de As (AsAR)
fueron 50, 200 y 400 ug L™'; y el tiempo de desarrollo (t) fue 45
y 90 d después de la siembra. Un testigo o blanco (B) fue agua
destilada (libre de As y P) para el riego (Cuadro 1). La variable de
respuesta fue la concentracién de As en la planta (AsPP). Todos

los tratamientos se realizaron en triplicado.
Cultivo de las plantas

La siembra se hizo con semilla certificada (var. Esmeralda) el
20 de diciembre de 2009, en 57 pilas de suelo de 0.126 m? de
drea, con 38 kg cada una. En cada pila se sembraron manualmente
45 semillas, por el método al tresbolillo (plantas en filas paralelas
en las que cada planta de una fila queda frente a un hueco, entre
dos plantas, de la fila siguiente). Sulfato de amonio al 19 % por
ha (75 kg de N) se aplicé al inicio y 45 d después de la siembra.

Las plantas se mantuvieron en el campo cercano al laboratorio.
Riego

El riego se realizé con agua destilada mezclada con As
(Na,HAsO,-7H,0 99.98 % de pureza; Sigma-Aldrich, México)
y P (NaH,PO, 99.00 % de pureza; Sigma Aldrich, México) en
concentraciones definidas para cada tratamiento (Cuadro 1). El
Na,HAsO,7H,O en agua se disocia en arseniato (AsO,), la for-
ma presente cominmente en el agua de riego y en el suelo en
condiciones aerdbicas (Zhao et al., 2008). El NaH PO, en agua
se disocia en fosfato (PO,?), como ocurre con los fertilizantes
fosfatados en suelo en condiciones aerébicas. Los riegos se apli-
caron al inicio de la siembra (dia 0) y 30 y 51 d después de la
siembra (dds). En el primer riego se aplicé una ldmina de 40 mm
de espesor de solucién acuosa (5.04 L), en el segundo y tercer
riego se aplicaron 60 mm (7.56 L). De acuerdo con el 4rea de
las pilas (0.126 m?), un volumen total de 20.16 L de solucién
con concentraciones de As y P se aplicé segtin los tratamientos

(Cuadro 1).
Determinacién de arsénico total

AsPP se determiné en cada pila, a los 45 y 90 dds. De cada
pila se extrajeron 15 plantas (con raiz), se lavaron con agua desti-
lada y deshidrataron a 70 °C por 72 h, se trituraron en un mor-
tero y se pasaron por un tamiz de I mm. El contenido de As del
suelo se determiné al inicio y al final del estudio y en el fertili-
zante nitrogenado.

Para la digestion de las muestras de planta, suelo y fertilizan-
te se us6 el método EPA3051A/2007. El As total se cuantificé
con el método EPA 6010C 2007/ICP: se pesa 0.5 g de muestra
homogenizada, se agregan 10 mL de HNO3 concentrado (grado

Cuadro 1. Tratamientos para el riego de la cebada con Asy P
en el agua de riego.
Table 1. Watering treatments for barley with As and P in the
irrigation water.

Arsénico Fosforo

120 ug L™! 210 ug L™! 300 ug L™t
50ugL™! AslP1 As1P2 As1P3
200 ug L™! As2P1 As2P2 As2P3
400 ug L' As3P1 As3P2 As3P3

development time (t) was 45 and 90 d after sowing. A control or
target (B) was distilled water (As and P free) for irrigation (Table
1). The response variable was the concentration of As in the plant

(AsPP). All treatments were performed in triplicate.
Plant cultivation

We conducted sowing with certified seed (var. Esmeralda)
on December 20, 2009, in 57 piles of soil of 0.126 m? land,
with 38 kg each. In each pile, 45 seeds were manually sown,
by the staggered method (plants in parallel rows in which each
plant of a row faces a hole, between two plants of the next row).
Ammonium sulfate at 19 % per ha (75 kg N) was applied at the
beginning and 45 d after sowing. The plants were kept in the
field near the laboratory.

Irrigation

Irrigation was performed with distilled water mixed with As
(Na,HAsO,-7H,0 99.98 % pure; Sigma-Aldrich, Mexico) and
P (NaH,PO, 99.00 % pure; Sigma Aldrich, Mexico) in defined
concentrations for each treatment (Table 1). Na,HAsO,7H,O
in water dissociates into arsenate (AsO,?), the form commonly
present in irrigation water and in the soil under aerobic
conditions (Zhao et al., 2008). NaH, PO, in water dissociates
into phosphate (PO,?), as it occurs with phosphate fertilizers
in soil under aerobic conditions. Irrigation was applied at the
beginning of sowing (day 0) and 30 and 51 d after sowing (dds).
In the first irrigation, we applied a 40 mm thick sheet of aqueous
solution (5.04 L), in the second and third irrigation we used 60 mm
(7.56 L). According to the area of the piles (0.126 m?), a total
volume of 20.16 L of solution with As and P concentrations was

applied according to the treatments used (Table 1).
Determination of total arsenic

The AsPP was determined in each pile at 45 and 90

dds. From each pile we extracted 15 plants (with root),
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traza metal, 69 %; Fisher Scientific) y se colocan en horno de
microondas (CEM, Modelo MARSX 230/60). La digestién se
desarrolla en dos etapas: 1) con presion de 0.827 MPa (120 psi)
a 90 °C y temperatura constante por 15 min; 2) la mezcla se
calienta a 130 °C (se alcanzaron en cerca de 5 min) y se man-
tiene asi 25 min. Las muestras digeridas se enfrfan a temperatu-
ra ambiente, se filtran (papel Watman 41) y se aforan a 50 mL
con agua tridestilada. El contenido de P y As se determiné en
un espectroscopio de emisién atémica de plasma acoplado por
induccién (ICP-AES; modelo Iris Intrepid Thermo Elemental,
Thermo Scientific Company, Waltham, MA, EUA), que se cali-

bré con un blanco y cinco estdndares.
RESULTADOS Y DISCUSION
Arsénico en suelo

La concentracién media de As en el suelo al inicio
del estudio fue 1372 + 20 ug kg™'. Esta concentra-
cién fue baja en comparacién con la reportada por
Dahal ez a/. (2008) (6 100y 16 700 ug kg™") en suelo
superficial del distrito Nawalparasi, Nepal, y por Ro-
ychowdhury ez al. (2005) (hasta 19 400 ug kg™') en
India. En la zona dedicada a la actividad minera de
Zimapén, Hidalgo, la concentracién de As en el suelo
fue 52 000 ug kg™"' (Ongley ez al., 2007) y la acumu-
lacién de As en el tejido de las plantas fue de 8440
a 12 390 ug kg™', en algunos de los 62 cultivos que
incluyen epazote (Chenopodium ambrosoides), chayo-
te (Sechium edule), chilacayote (Cucurbita ficifolia) y
perejil (Petroselinum crispum) (Prieto et al., 2005). La
concentracién de As en el suelo en nuestro experi-
mento (1370 + 20 ug kg™') fue menor que en los
estudios mencionados, principalmente porque el cul-
tivo de arroz, hortalizas y bulbos requieren mds riego
que los granos, como cebada, trigo, maiz y sorgo. Al
respecto, Mukherjee e al. (2017) sefialaron que el
volumen agua de riego para la produccién de arroz en
la India es 12 000 a 14 000 m’ ha™'y, segtin Perez ez
al. (2011), la cebada en Guanajuato emplea un volu-
men médximo de riego de 7540 m’ ha™'. Aunque en
Guanajuato hay una zona minera, la zona de nuestro
estudio estd a mds de 45 km, por lo que no es fuente
de As para los suelos agricolas; ademds, el fertilizante
utilizado no aporté As.

Arsénico en la planta

La concentracién promedio de AsPP a los 90 dds
fue mayor que a los 45 ddds, pero en el testigo (B)
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washed them with distilled water and dehydrated them at
70 °C for 72 h, crushed in a mortar and passed through
a 1 mm sieve. The soil As content was determined at the
beginning and end of the study and in the nitrogen fertilizer.
For the digestion of the plant, soil and fertilizer samples, we
used the EPA3051A/2007 method. The total As was quantified
with the method EPA 6010C 2007/ICP: 0.5 g of homogenized
sample were weighed, 10 mL of concentrated HNO3 (metal
trace degree, 69 %, Fisher Scientific) were added and placed in a
microwave oven (CEM, Model MARSX 230/60). The digestion
took place in two stages: 1) with pressure of 0.827 MPa (120 psi)
at 90 °C and constant temperature for 15 min; 2) the mixture
was heated at 130 °C (reached in about 5 min) and kept for
25 min. The digested samples were cooled to room temperature,
filtered (Watman paper 41) and 50 mL of tridstilled water were
added. The P and As content was determined in an induction-
coupled plasma atomic emission spectroscope (ICP-AES, model
Iris Intrepid Thermo Elemental, Thermo Scientific Company,
Waltham, MA, USA), which was calibrated with one white

target and five standards.
RESULTS AND DISCUSSION
Arsenic in soil

The average concentration of As in the soil at the
beginning of the study was 1 372 + 20 ug kg™". This
concentration was low compared to that reported by
Dahal ez al. (2008) (6 100 and 16 700 ug kg™') in
surface soil of the Nawalparasi district, Nepal, and by
Roychowdhury ez al. (2005) (up to 19 400 ug kg™')
in India. In the area of mining activity in Zimapdn,
Hidalgo, the soil As concentration was 52 000 ug
kg™" (Ongley ez al., 2007) and the As accumulation in
the plant tissue was 8 440 to 12 390 ug kg™, in some
of the 62 crops, including epazote (Chenopodium
ambrosoides), chayote (Sechium edule), chilacayote
(Cucurbita  ficifolia) and parsley  (Petroselinum
crispum), (Prieto et al., 2005).

In our experiment the concentration of As in
the soil (1 372 + 20 ug kg™') was lower than in the
studies mentioned, mainly because the cultivation
of rice, vegetables and bulbs requires more irrigation
than grains, such as barley, wheat, corn and sorghum.
In this regard, Mukherjee ez 4l. (2017) noted that the
volume of irrigation water for rice production in
India is 12 000 to 14 000 m® ha™' and, according
to Perez et al. (2011), barley in Guanajuato utilizes
a maximum irrigation volume of 7,540 m’ ha™".
Although in Guanajuato there is a mining zone, our
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aument6 1.1 % (Figura 1). Esto indica que la velo-
cidad de absorcién de As por la planta aumenté y
acumulé 4.7 veces mds As en los dltimos 45 d (entre
el macollaje y la elongacién del tallo). Malhi ez al.
(2012) senalaron que la cebada absorbe el P en forma
sigmoidea, desde su emergencia hasta la etapa del lle-
nado de grano. La competencia del P y As explica el
incremento en la velocidad de absorcién de As por la
planta. La concentracién de AsPP en B no aumenté
entre los 45 y 90 dds, y la planta crecié manteniendo
la tasa de absorcién de As del suelo por kg de tejido.
Ademis, la concentracién promedio de AsPP en los
tratamientos con 400 ug L™' de AsAR, a los 90 dds,
fue 2.4 veces mayor a la de los tratamientos con 50 ug
L' de AsAR. El promedio de As acumulado en las
plantas de los tratamientos con 300 ug L~' de PAR
fue 6 871 + 1 051 ug kg™', y el promedio de AsPP
para los tratamientos con 120 ug L™' de PAR fue
11 733 + 4 229 ug kg™'. Esto representé 41.4 %
menos As acumulado en la cebada, debido a la ma-
yor concentraciéon PAR. Ademds, AsPP de la cebada
con el tratamiento AS3P1 fue 2.2 veces mayor que
con As1P1. También, el tratamiento As1P3 mostrd
menos acumulacién AsPP que As1P1 y As1P2; simi-
larmente, en As2P3 respecto a As2P1 y As2P2, y en
As3P3 comparado con As3P1 y As3P2. La acumula-
cién mayor de As en la planta se obtuvo a los 90 dds
en los tratamientos As3P2 (15 354 + 91 ug kg™) y
As3P1 (14 926 + 67 ug kg™') que usaron agua de

study area is more than 45 km away, so it is not an As
source for agricultural soils; in addition, the fertilizer

used did not provide As.
Arsenic in plants

The average concentration of AsPP at 90 dds was
higher than at 45 dds, but in the control (B) increased
1.1 % (Figure 1). This indicates that the rate of As
absorption by the plant increased and accumulated
4.7 times more As in the last 45 d (between
tillering and stem elongation). Malhi ez al. (2012)
indicated that barley absorbs P in sigmoid form,
from its emergence until the stage of grain filling.
The competition of P and As explains the increase
in the speed of absorption of As by the plant. The
concentration of AsPP in B did not increase between
45 and 90 dds, and the plant grew keeping the As
absorption rate of the soil per kg of tissue.

In addition, the average concentration of AsPP in
the treatments with 400 g L™! of AsAR, at 90 dds,
was 2.4 times higher than that of the treatments with
50 ug L~" of AsAR. The average of As accumulated
in the plants of the treatments with 300 ug L™! of
PAR was 6 871 + 1051 ug kg™', and the average of
AsPP for the treatments with 120 g L™" of PAR was
11 733 + 4 229 ug kg™'. This represented 41.4 %
less As accumulated in barley due to a higher PAR
concentration. Besides, the AsPP of barley with the
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Figura 1. Concentracién de As en la planta de cebada (B: testigo; n=3).

Figure 1. As concentration in the barley plant (B: control; n=3).
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riego con la cantidad mayor de As y las menores de I
Las dos concentraciones de AsPP menores (a 90 dds)
se observaron en los tratamientos As1P3 (4 920 +
39 ugkeg™") y As2P3 (3 670 + 35 ug kg™"), los cuales
tenfan la concentracién mayor de PAR. Este compor-
tamiento es similar al descrito por Saldana-Robles ez

al. (2012).
Arsénico en suelo al final del experimento

Al inicio del estudio el suelo contenia 1 370 +
20 ug As kg™ (As0, Figura 2) y al final (CASFIN)
present6 1386 + 2, 1469 + 12y 1568 + 5 ug kg™
en los tratamientos con agua de riego con 50, 200 y
400 ug As kg™, respectivamente, lo que son aumentos de
1.1, 7.1y 14.2 % en CASFIN, con correlacién lineal
significativa (R?=0.999) entre porcentaje y concen-
tracién de AsAR. Las pilas de cada tratamiento (mis-
ma AsAR) tuvieron variacién baja, con un maximo
de 20 ug kg™'. Por lo tanto, la cantidad acumulada
de As en el suelo dependié sélo de la concentracién
AsARy no de la concentracién PAR. Estos resultados
coincidieron con los de Dahal ez al. (2008), quienes
monitorearon la influencia de la contaminacién de
As por agua de riego en suelos alcalinos y la toma de
As por las plantas en campo, y concluyeron que la
concentracion de As en suelo y planta es influenciada
por el contenido de As en el agua de riego.

AS3P1 treatment was 2.2 times higher than with
As1P1. Also, the As1P3 treatment showed less AsPP
accumulation than As1P1 and As1P2; similarly, in
As2P3 with respect to As2P1 and As2P2, and in
As3P3 compared to As3P1 and As3P2. The highest
accumulation of As in the plant was found at 90 dds
in the treatments As3P2 (15 354 + 91 ug kg™') and
As3P1 (14 926 + 67 ug kg™') that used irrigation
water with the highest amount of As and the lowest
of P. The two minor AsPP concentrations (at 90 dds)
were observed in the treatments As1P3 (4 920 + 39
ug kg™") and As2P3 (3 670 + 35 ug kg™'), which
had the highest concentration of PAR. This behavior
is similar to that described by Saldana-Robles ez al.
(2012).

At the beginning of the study, the soil contained
1372 + 20 ug As kg™" (As0, Figure 2) and by the end
(CASFIN) 1386 + 2, 1469 + 12 and 1 568 + 5 ug
kg™ in the treatments with irrigation water having
50, 200 and 400 ug As kg™', respectively, which
were increments of 1.1, 7.1 and 14.2 % in CASFIN,
with a significant linear correlation (R?=0.999)
between percentage and concentration of AsAR.
The piles of each treatment (same AsAR) had a low
variation, with a maximum of 20 ug kg™'. Therefore,
the accumulated amount of As in the soil depended
only on the AsAR concentration and not on PAR
concentration. These results coincided with those by
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" [As]s: Concentracién de As en suelo al final del experimento.
¥ As0: Concentracion de As en suelo al inicio del experimento.

Figura 2. Concentracién de As en suelo (+ DE) al final del cultivo de cebada (B: testigo).
Figure 2. Concentration of As in the soil (+ SD) at the end of the barley crop (B: control).
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Las plantas con la misma concentracién AsAR
mostraron diferencias en el As absorbido y distinta
concentracién PAR, lo que sugiere que PAR afecté
la concentracién de AsPP, pero no en CASFIN. El
efecto de PAR se explica por su intervalo amplio en
diferencia de masa de As acumulado entre el suelo y
la planta (principalmente en edades tempranas), el
aumento de ocurrencia de procesos de intercambio
i6nico, en los que As en el agua de riego se acumula,
en términos de masa total, en proporcién alta en el
suelo en comparacién con la cantidad de As absorbi-
do por la planta. A pesar de lo anterior, la concentra-
cién de As en la planta de cebada puede ser hasta 12
veces mayor que la del suelo.

La concentracién de As y P en el agua de riego
y por efecto de t en el desarrollo de las plantas fue
significativa (p=<0.05) en la concentracién de As en
la planta. Las interacciones AsAR-AsAR, AsAR-t y
PAR-t también fueron significativas (Cuadro 2).

Los efectos estadisticos simples mostraron que la
combinacién de la concentracién més alta de AsAR
(400 ug L"), la menor de PAR (120 ug L™") y t ma-
yor (90 d) tendieron a acumular mds AsPP (> 7400 ug
kg™"). Al contrario, la combinacién de la concentra-
cién menor de AsAR (50 ug L"), la mayor de PAR
(300 ug L") y el t menor (45 d) mostré que AsPP
disminuyé (< 3 400 ug kg™') (Figura 3). El efecto
de PAR en AsPP acumulado pudo deberse a la simi-
litud de la forma quimica de fosfatos y arseniatos,
lo que generaria competencia en su absorcién por la
planta, y en los sitios de adsorcién en el suelo. Lee ez
al. (2016) confirmaron este mecanismo mediante la

Cuadro 2. Anilisis de varianza para planta As.

Table 2. Analysis of variance for As plant.

Dahal et 2/. (2008), who monitored the influence
of As contamination by irrigation water on alkaline
soils and the intake of As by the plants in the field,
and concluded that the concentration of As in the
soil and plant is influenced by the content of As in
the irrigation water.

Plants with the same AsAR concentration showed
differences in the As absorbed and different PAR
concentration, suggesting that PAR affected the
concentration of AsPP, but not in CASFIN. The
effect of PAR is explained by its wide interval in the
mass difference of As accumulated between the soil
and plant (mainly at early ages), and the increased
occurrence of ion exchange processes, in which As in
the irrigation water greatly accumulates in terms of
total mass in the soil, compared to the amount of As
absorbed by the plant. However, the concentration
of As in the barley plant can be up to 12 times greater
than that of the soil.

The concentration of As and P in the irrigation
water and as a result of the effect of t on the
development of plants was significant (p=<0.05) in
the concentration of As in the plant. The interactions
AsAR-AsAR, AsAR-t and PAR-t were also significant
(Table 2).

The simple statistical effects showed that the
combination of the highest concentration of AsAR
(400 ug L"), the lowest of PAR (120 ug L™') and
the highest t (90 d) tended to accumulate more AsPP
(> 7400 ug) kg™"). On the contrary, the combination
of the lowest concentration of AsAR (50 ug L"), the
highest concentration of PAR (300 ug L") and the

Fuente Suma de cuadrados (10%) F Grados de libertad p=
AsAR 2.31527 111.02 1 0.0000"
PAR 0.67871 32.54 1 0.0000"
t 6.68840 320.71 1 0.00007
AsAR-AsAR 0.19412 9.31 1 0.0039°
AsAR-PAR 0.05268 2.53 1 0.1193
AsAR-t 0.99640 47.78 1 0.0000"
PAR-PAR 0.04137 1.98 1 0.1662
PAR-t 0.41813 20.05 1 0.00017
Bloques 0.00114 0.03 2 0.973
Error total 0.89675 43
Total (correl.) 12.1168 53

"Diferencia significativa (p=<0.05) % 1 Significant difference (p=<0.05).
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Figura 3. Efectos principales (AsAR, PAR y t) en la concentra-
cién de As en planta de cebada.

Figure 3. Main effects (AsAR, PAR and t) of As concentra-
tion on the barley plant.

descripcién del arseniato como andlogo del fosfato
y la ruta de acceso a la planta de arroz, con los mis-
mos transportadores. Smith ez 2/, (2002) indicaron
que la adicién de fosfatos en el suelo puede liberar
arseniatos y favorecer su absorcién por la planta. En
nuestro estudio se observé un efecto opuesto, con lo
que se fortalecen antecedentes que demuestran que el
arseniato compite con el fosfato como sustrato en la
toma de nutrientes de la planta, con afinidad mayor
por los fosfatos (Zhao et al., 2008; Moreno-Jiménez
et al., 2012). Entonces, el fosfato adicionado causa
competencia con el arseniato por los sitios de adsor-
cién en el suelo, lo que a su vez afecta la disponibili-
dad de As para la planta que de preferencia incorpora
D, y el suelo es el medio que acumula la mayor parte
de As. Bolan ez al. (2013) observaron que el P puede
inhibir la absorcién de As por la planta; por lo tanto,
la presencia de P en el agua de riego disminuye la
acumulacién de As en la planta de arroz, de acuerdo
con Lu et al. (2010).

La interaccién AsAR-PAR no fue significativa
(p>0.05) para la acumulacién de As en la planta y
la interaccién AsAR-AsAR si lo fue (Cuadro 2 y Fi-
gura 4). Esto indica un aumento exponencial de la
concentraciéon de AsPP dependiente del aumento
en la concentracién de AsAR. La significancia de la
interaccién AsAR y t (p=<0.05) se observé en el in-
cremento de As en la planta, que en promedio fue
4.7 veces entre la siembra, a los 45 d y 90 d de de-
sarrollo del cultivo. PAR-t tuvo efecto significativo
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lowest t (45 d) showed that AsPP decreased (<3 400 ug
kg"). (Figure 3). The effect of PAR on accumulated
AsPP could be due to the similarity of the chemical
form of phosphates and arsenates, which would
generate competition in their absorption by the plant,
and in adsorption sites in the soil. Lee ez a/. (2016)
confirmed this mechanism by describing arsenate as
analog of phosphate and the access route to the rice
plant, with the same transporters. Smith ez a/. (2002)
indicated that the addition of phosphates to the soil
can release arsenates and favor their absorption by
the plant. In our study, we observed an opposite
effect, which strengthens previous findings that show
that arsenate competes with phosphate as a substrate
in the nutrient intake of the plant, with greater
affinity for phosphates (Zhao ez al., 2008; -Jiménez
et al., 2012). Then, the addition of phosphate
competed with arsenate for the soil adsorption sites,
which in turn affected As availability for the plant
that preferably incorporated P, and the soil was the
medium that accumulated most of the As. Bolan ez
al. (2013) observed that P can inhibit the absorption
of As by the plang; therefore, the presence of P in the
irrigation water decreased the accumulation of As in
the rice plant, according to Lu ez al. (2010).

The ASAR-PAR interaction was not significant
(p>0.05) for the accumulation of As in the plant,
whereas the AsAR-AsAR interaction actually was
(Table 2 and Figure 4). This indicates an exponential
increase of AsPP concentration dependent on the
increase of AsAR concentration. The significance of
the AsAR and t (p=<0.05) interaction was observed in
the increase of As in the plant, which on average rose
4.7 times between sowing, at 45 d and 90 d of crop
development; PAR-t had a significant effect on the
accumulation of As in the plant because at 45 d of
development, AsPP accumulated in the plant almost
in the same amount as any PAR concentration, and
at 90 d, the higher the concentration of PAR the
lower that of AsPP (Figure 4).

CONCLUSIONS

The barley plant increases its As content with
the concentration of this element in the irrigation
water; in contrast, the higher the P content in the
irrigation water, the lower the accumulation of As in
the barley plant. This effect is accentuated with the
development of the crop. Arsenic and P compete in
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Figura 4. Efectos de interaccién AsAR-PAR, AsAR-t y PAR-t.
Figure 4. Interaction effects of AsAR-PAR, AsAR-t and PAR-t.

en la acumulacién de As en la planta, pues a 45 d de
desarrollo, AsPP se acumulé en la planta casi en la
misma cantidad que cualquier concentracién PAR y
a los 90 d, a mayor concentracién de PAR AsPP fue
menor (Figura 4).

CONCLUSIONES

La planta de cebada incrementa su contenido de
As con la concentracién de este elemento en el agua
de riego; en contraste, a mayor contenido de P en
el agua de riego, la acumulacién de As decrece en la
planta de cebada. Este efecto se acentta con el desa-
rrollo del cultivo. Arsénico y P compiten en el suelo
y la planta, pero la afinidad es mayor por el P en la
planta. El suelo acumula el As que proviene del agua
de riego, en forma lineal, sin influencia significativa
de la concentracién de P en esa agua.
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