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Resumen

RESUMEN

El incremento de los desperdicios que se vierten en la cuenca alta del curso alto
del rio Lerma de origen doméstico, industrial y agropecuario ha producido el aumento
de la contaminacién de ese sistema acuatico y como consecuencia se pueden estar
provocando efectos genotoxicos en plantas y animales y posiblemente de manera
indirecta en humanos.

Para determinar los efectos genotdxicos en las plantas, en esta investigacion se
expusieron las puntas de las raices primarias de Vicia faba a los sedimentos colectados
del rio Lerma en dos sitios estratégicamente escogidos, mientras que los testigos
respectivos se mantuvieron en agua destilada. Las pruebas utilizadas para determinar
el dano genotoxico permitieron la observacion de alteraciones cromosémicas en
anafase y en metafase; en interfase se evalué la presencia de microntcleos. También
se determinaron el indice mitético (IM) y el intercambio de cromatidas hermanas (ICH).
Las ventajas como biomonitor de dicha planta estan basadas en su sensibilidad a
tratamientos cortos y de bajo costo pues no requiere equipos sofisticados.

En los porcentajes de anafases anormales con respecto a los testigos se
presentaron diferencias significativas tanto en el sitio 1 como en el 2, siendo las mas
frecuentes los cromosomas con fragmentos, puentes y centromeros inactivados. La
presencia de micronucleos se observa en los dos sitios de estudio encontrando
diferencias significativas con respecto a los testigos. En el caso del IM solamente en el
sitio 1 hubo diferencias significativas, en la exposicion a los sedimentos con y sin
recuperacion. El porcentaje de metafases anormales no fue significativo con respecto al

testigo en el sitio 2 y el intercambio de cromatidas hermanas el punto 1 Gnicamente




Resumen

arrojé significancia con respecto al testigo. En general se consideré que los
contaminantes que estan en los sedimentos del rio Lerma provocan dafo genotoxico

en Vicia faba.
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Introduccién

I. INTRODUCCION

El incremento inmoderado de los desperdicios vertidos en la cuenca del rio
Lerma de origen doméstico y principalmente por las industrias, ha producido aumento
en la contaminacién del sistema acuatico y como consecuencia se pueden estar
provocando efectos genotdxicos en plantas, animales y posiblemente en humanos,

hasta el momento no estudiados.

Una de las pruebas mas eficientes para demostrar dafio cromosémico, son los
meristemos de Vicia faba (Shelby 1976). Las ventajas de esta planta como biomonitor,
estan basadas en su sensibiliadad a tratamientos cortos (Grant 1982, Grant et a/.1992),
su uso es facil ya que la técnica es sencilla y de bajo costo pues no requiere de

equipos sofisticados (Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1995).

La utilidad de Vicia faba para la deteccién de dafio cromosdmico radica en que
tiene pocos cromosomas (2n=12) y muy grandes. Su cariotipo normal consiste de §
pares de cromosomas subacrocéntricos de tamafio similar y un par metacéntrico con
largos satélites separados del resto del cromosoma por constricciones secundarias que
corresponden al organizador nucleolar. E! promedio de la duracién del ciclo celular de
la raiz de Vicia faba es de 19.3 h a 19°C y sus periodos presintéetico (G1) de 4.9 h,
sintético (8) de 7.5 h, postsintético (G2) de 4.9 h y la mitosis de 2 h (Evans y Scott
1964). La parte meristematica de la raiz de esta planta contiene muchas células en
diferentes estados de la mitosis, asimismo, se ha establecido sobre el principio de que

los agentes solubles en agua pueden ser facilmente absorbidos por los tejidos

FALLA DE CRIGE |




Introduccién

meristematicos. Vicia faba ha sido propuesta por la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos de América, como una prueba citogenética para mutagenos

ambientales (Ma 1982).

Las aberraciones son comuinmente analizadas en metafase y/o en anafase y el
tipo y las frecuencias de éstas dependen del periodo del ciclo en el cual las células han

sido afectadas por la exposicién a los agentes quimicos o fisicos.

{l. OBJETIVO GENERAL

Analizar los dafos genotdxicos y citotoxicos en Vicia faba producido por los
contaminantes que se encuentran en los sedimentos del Curso Alto de la Cuenca Alta
del Rio Lerma.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar las alteraciones cromosomicas en anafase y metafase con el fin de

evaluar efecto genotodxico.

= Estimar la frecuencia de microntcleos.

= Cuantificar el intercambio de cromatidas hermanas.

» Realizar estudios de citotoxicidad, mediante la determinacion del indice mitético

TF ‘ ‘ )




Antecedentes

Ill. ANTECEDENTES

3.1 ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Cuando se disefla un experimento sobre la induccién de aberraciones es
importante establecer la sensibilidad de las diversas etapas del ciclo celular y
determinar el comportamiento de los agentes fisicos y quimicos, ya que de acuerdo con
Kihiman (1966) se les ha clasificado, considerando el momento en que éstas aparecen,

como:

1. de efecto no retardado cuando se presentan 3 horas después de iniciado el
tratamiento y su frecuencia maxima esta entre las 4 y las 10 horas, su
expresion es independiente de la sintesis de ADN y a los agentes que
producen este tipo de efecto se les conoce como S-independientes, ya que si
la aberracién se provoca en profase es subcromatidica y la unidad de
rompimiento es la media cromatida. En S y en G2 es cromatidica siendo su
origen la cromatida y en G1 cromosdmica, cuando el comosoma es la unidad.
A este grupo pertenecen los rayos X, antibioticos como bleomicina,

pleomicina, estreptonigrina y oxipurinas metiladas (Kihiman ef al. 1978).

2. cuando las aberraciones surgen 8 horas después del tratamiento y su mayor
frecuencia se evidencia entre las 24 y las 48 horas se consideran de efecto
retardado ya que las lesiones sobre los cromosomas pueden suceder en
cualquier periodo del ciclo celular, pero su manifestacion requiere de la

e
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sintesis de ADN y siempre son de tipo cromatidico; a los agentes que acttan
de esta manera se les considera como S-dependientes y son los alquilantes,

la radiacion ultravioleta, etc. (Kihiman et al. 1978).

Vicia faba ha sido propuesta como una prueba citogenética para evaluar dafio
cromosomico por la accion de productos ambientales (Grant 1982), metales pesados
(Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1983, Gomez-Arroyo et al. 1987), disolventes
(Gomez-Arroyo et al. 1986), pesticidas (Gomez-Arroyo et al. 1985, 1992), antibidticos
(Andersson 1983), agentes alquilantes (Nicoloff et al. 1988, Samborska-Ciania 1992),
compuestos de azufre (Abraham y Nair 1989, Amer et al. 1989). Asimismo, ha sido

recomendada y aceptada en estudios in situ (Grant et al. 1992).

Las investigaciones lievadas a cabo para observar aberraciones cromosémicas
provocadas por efectos de contaminantes en aguas son relativamente recientes. Grant
et al. ( 1992) demostraron que Vicia faba es un buen biomonitor de aberraciones
cromosdmicas in situ, observan que las alteraciones cromosémicas provocadas en esta
planta por efecto de los afluentes que conducen desperdicios de las fabricas de papel,

muestran niveles significativos de alteraciones con respecto al testigo.

Villalobos-Pietrini et al. (1994) observan que tres de los nueve sitios del Sistema
Hidrologico Atoyac-Zahuapan (Tlaxcala) donde se colectaron agua superficial y
sedimento, producen efectos cromosémicos a niveles significativos (P< 0.001) en las
células meristematicas de Vicia faba tratadas con sedimentos. Concluyendo que los

experimentos con plantas aportan una respuesta satisfactoria para detectar la
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presencia de agentes genotoxicos contenidos en las mezclas de los cuerpos de agua

contaminada y en los sedimentos.

3.2 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Por otro lado, el intercambio de cromatidas hermanas (ICH) ha resultado
también una prueba rapida y sensible, puesto que se induce con concentraciones hasta
diez veces menores que las requeridas para producir aberraciones cromosomicas
(Wolff 1974) y ofrece un procedimiento adecuado para la deteccion de mutagenos
ambientales (Perry y Evans 1975). Desde los primeros estudios sobre la existencia de
intercambios de cromatidas hermanas en plantas se emplea Vicia faba (Taylor et al.

1957).

El ICH es un fenédmeno considerado como indicador de dafio en el ADN, por ello
la prueba ha sido utilizada para evaluar el efecto de mutagenos (Perry y Evans 1975).
En plantas se han desarrollado diferentes procedimientos para distinguir las cromatidas
hermanas, sin emplear isétopos radiactivos y autorradiografia, como es el caso de la

fucsina leucobdasica (Tempelaar et al. 1982).

Esta técnica consiste en la exposicion de las células a 5-bromodesoxiurudina
(BrdU), un analogo de la timina, de tal forma que los cromosomas de la segunda
mitosis poseen una cromatida sustituida por BrdU en una cadena de ADN, mientras
que su cromatida hermana es sustituida en sus dos cadenas, para posteriormente ser

tefidas diferencialmente con el reactivo de Schiff (Tempelaar et al. 1982).
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Existen evidencias con numerosos agentes quimicos, el analisis de ICH
proporciona el indice mas sensible para detectar dafio genético, debido a que se han
establecido correlaciones entre las frecuencias de ICH y la concentracion del mutageno
y en plantas representa un criterio adecuado para evaluarlo (Gomez-Arroyo et al. 1988,

1997).

3.3 CARACTERISTICAS DE LA CUENCA ALTA DEL RiO LERMA

Dentro de la problematica ambiental, el Gobierno Federal de México a través de
la Comision Nacional de Ecologia en i988, consideré a la Cuenca Lerma-Chapala
como la mas contaminada del pais. Al respecto, los Gobiernos Federal y Estatal han
tomado medidas para limpiar y sanear las aguas del Rio Lerma, pero poco se ha
hecho por investigar el papel que juegan este rio y sus afluentes en el ecosistema

(Gobierno del Estado de México 1993).

El rio Lerma tiene su origen en la Laguna de Almoloya del Rio que es
alimentada con los afluentes que bajan de la ladera noroeste y norte del Nevado de
Toluca, principalmente. Aguas abajo son recibidos los afluentes de las Sierras de las
Cruces y de San Andrés; hace 40 afios su caudal tenia como origen las aguas de
nueve grupos de manantiales de las zonas de Almoloya, Texcaliacac y Jalatlaco.
Actualmente su caudal estd formado por el agua producto de la lluvia y por aguas
residuales de origen industrial y municipal. El rio Lerma cuenta con poca pendiente, por
lo que esta agotada su capacidad de asimilacion de materia organica. En la época de
estiaje se incrementa notablemente la concentracién de contaminantes, por lo que no

se presentan signos de vida acuatica en el lugar pues al mismo tiempo es receptor de
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aguas municipales e industriales, aproximadamente 540 millones de m®/afo, de los
cuales 33 % corresponden a las descargas urbanas y el 67 % restante a las
industriales, lo que equivale aproximadamente a 350,000 ton/afio de contaminantes.
En la Cuenca Alta del rio Lerma se descargan cerca de 75 millones m*afio de aguas
municipales e industriales (Gobierno del Estado de México 2000).

En la Tabla 1 se muestran datos del afo de 1998 de céomo las diferentes
actividades de la zona contribuyen con su descarga de aguas residuales, siendo mayor

las de origen doméstico e industrial.

Tabla 1. Descarga de aguas residuales diaria y anual por actividad

ACTIVIDAD DESCARGA DIARIA DESCARGA ANUAL
(M3/DIARIA) (MILLONES DE M*ANO)
Industria 17644 6.44
Domeéstico 32576 11.89
Servicios 797 0.29
Agroindustria 85 0.031
Total 51102 18.65

Fuente: Comisién Nacional del Agua 1998.

Esta diversidad de circunstancias se refleja en la contaminacién superficial y
subterranea del agua, misma que es aumentada por la insuficiente planeacion en los
servicios de saneamiento y el descontrolado cambio en el uso del suelo. Por otro lado,
el marco legal sobre descarga de aguas residuales no parece ser observado por todos
los involucrados en el uso del agua y el control de la contaminacion, ya que una de las
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caracteristicas, sobre todo en el curso aito, es la red de descargas de caracter

clandestino (Gobierno del Estado de México 2000)

3.4 CONTAMINACION DEL CURSO ALTO

De acuerdo con la informacion oficial, los diferentes rios y arroyos que integran
la red de drenaje natural de la cuenca muestran cierto grado de deterioro en funcién del
nivel de contaminacién que presentan y de los cambios que ha sufrido el paisaje
original. Este incremento en la contaminacion incluye el contenido de metales pesados,
DBO, DBAQ, alcalinidad y sdlidos suspendidos. Por otra parte, las condiciones de
cambio de uso de suelo en la ribera, como del mismo rio y las condiciones de
vegetacion natural se consideran como principales indicadores de deterioro (Gobierno

de Estado de México 2000) (figura 1).

Figura 1 Rio Lerma
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Tabla 2. Grado de deterioro en rios y arroyo de la cuenca alta

GRADO DE CURSO ALTO CURSO MEDIO CURSO BAJO
DETERIORO % % %
Alto 14 50 17
Medio 18 L S E 0
Bajo Cra—— — %3 33
No determinado 54 14 50

Fuente: Gobierno de Estado de México 2000.

Como se puede observar en la tabla 2, el curso medio presenta el mayor
deterioro en sus rios y arroyos, debido a que en esta parte se reciben los afluentes que
han sido contaminados en la seccion del curso alto. Tal contaminacién se asienta en el
curso alto debido a que las zonas urbanas son las principales fuentes de
contaminacion, por lo tanto es aqui donde se generan cantidades significativas de

cargas que de manera natural el rio no puede depurar (Gobierno del Estado de México

2000).

La industria tiene crecimiento explosivo en esta zona y fuerza econdmica
importante. Comenzo histéricamente con la extractora (oro, plata, fluorita) siguiendo la
de transformaciéon con desarrollo de la alimenticia (empacadoras de frutas y
legumbres), la curtiduria y el calzado, la petrolera y la petroquimica, la quimica, la textil

y la papelera, la de autopartes y la artesanal (Sobrino 1992).

En la cuenca hay un subsector de alimentos, bebidas y tabaco con la mayor

cantidad de establecimientos industriales; en segundo lugar las industrias de productos
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metalicos, maquinafia y equipo. Estos subsectores constituyen airededor del 60 % de
los centros productores en toda la cuenca alta. Las participaciones menores estan
representadas por las empresas del giro de madera, papel, imprentas y editoriales;
productos quimicos y otras industrias manufactureras (Gobierno del Estado de México

2000).

De las 22,616 empresas manufactureras en el Estado de México, cerca de 3000
se encuentran ubicadas en los municipios de Almoloya de Juarez, Almoloya del Rio,
Atizapan, Atlacomulco, Capulhuac, Chapultepec, Ixtiahuaca, Jocotitlan, Lerma,
Metepec, Otzolotepec, Rayén, San Mateo Atenco, Temoaya, Texacaliacac,
Tianguistengo, Toluca y Zinancatepec (INEGI| 1995) y el 10 % aproximadamente
descarga sus aguas residuales directamente a un cuerpo receptor de jurisdiccion

federal (rio y arroyo) (Comisién Nacional del Agua 1998).

De acuerdo con los datos obtenidos en un estudio realizado por SEDUE en
1988, el 77 % de los residuos industriales peligrosos producidos en el D.F. y en el Edo.
de México (EDOMEX) son liquidos. Esto implica que normalmente son descargados a
través de los sistemas de drenaje de las industrias yendo directamente a los cuerpos
de agua mas cercanos, que es el rio Lerma. En el caso especifico del corredor Lerma
Toluca, gran porcentaje de las industrias descarga a un colector que transporta aguas a
la planta de tratamiento conocida como E P C C A (Empresa Para el Control de la
Contaminacion del Agua), actualmente RECICLAGUA. Por diversas razones esta
planta no logra una purificacion total, lo gque ocasiona que el agua tratada sea

descargada al rio Lerma, no totalmente depurada. Por otra parte, la zona se encuentra
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circundada por diversos canales, que son utilizados por las industrias para descargar
residuos, que de una u otra manera llegan al rio Lerma (Gobierno del Estado de México

2000).

3.5 CONTAMINACION DE LOS SEDIMENTOS

Los problemas de contaminacién en los diferentes cuerpos de agua y como
consecuencia en los sedimentos tiene su origen por ejemplo, en los residuos sélidos,
ya sea de:

e Naturaleza urbana, que son originados por los vehiculos de motor, la
degradacion de los recubrimientos de las calles, ia basura, los desechos de los
drenajes, etc.

+ Naturaleza industrial, como la de tipo metal-mecanica, hidrometallrgica, textil,
etc.

« Naturaleza agricola, como los diferentes fertilizantes y plaguicidas de diversa

indole (Barcelo, 2000).

Durante las ultimas décadas, se han llevado a cabo numerosas investigaciones
referentes al estudio de toxicidad y de acumulacién de los metales pesados en suelos,
sedimentos y organismos que al ser bioacumulados provocan dafos a la salud. Su
origen puede ser geoldégico o antropogénico (Coker 1983). La fuente de elementos
toxicos de tipo antropogénico se da principalmente en zonas industriales donde sus
afluentes con contaminantes van a depositarse en aguas y suelos lo que da lugar a la

contaminacién ambiental (Alloway 1990). Los nutrientes y los metales pueden
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removerse de aguas contaminadas y ser retenidos en los sedimentos siguiendo varias
rutas: pueden ser tomadas por las plantas, inmovilizarse en los sedimentos, ligarse a la
materia organica, precipitarse en compuestos insolubles o incorporarse en estructuras

cristalinas (Tam et al. 1994).

Los principales contaminantes que modifican la calidad natural de las corrientes
de agua son: la materia organica, que ocasiona la disminucién del oxigeno disuelto; los
nutrientes que provocan eutroficaciones; las grasas y los aceites, que ocluyen las
agallas de los peces y disminuyen la transferencia de oxigeno; los organismos
patégenos, los metales pesados, los detergentes y los plaguicidas que afectan a la flora

y a la fauna acuaticas (Barcelé 2000).

Cuando los metaies pesados son adicionados a suelos y sedimentos,
experimentan una complejacién con ligandos, que pueden ser constituyentes quimicos
organicos que se combinan con ellos. La materia organica desempefia un papel

importante en la unidén con los metales pesados (Mc Laren et al. 1986).

Los metales pesados se consideran entre los contaminantes mas problematicos
en el medio acuatico, siendo una de las razones la capacidad que tienen para formar
complejos con la materia organica presente tanto en el agua como en los sedimentos y
por su facil ingreso en las cadenas alimenticias donde pueden ocurrir procesos de
biocumulacién, bioconcentracion y biotrasformacién, ya que la tendencia de estos
elementos metalicos es la de fijarse en los tejidos de los organismos expuestos (Avila-

Pérez y Zaraztia 1993).

12




Antecedentes

La toxicidad para los organismos acuaticos, en particular de una especie
metalica disuelta, esta relacionada con su capacidad de reaccionar con una membrana
biologica (Allen et al. 1980). El transporte de O, Na, K y Cl es afectado por cambios
morfoldégicos en las agallas de los peces debido a la accién de los metales. La
penetracion a la membrana por un ion metalico para reaccionar con los componentes
celulares depende de su liposubilidad o de su capacidad para reaccionar con una
proteina de trasporte (Barcelé 2000), en plantas como el lirio acuatico, la absorcion de
los metales es mayor en la raiz y menor en partes aéreas, esto se puede deber a la
falta de vasos de conduccion bien constituidos ( Rosas et al. 1984, Avila—Pérez 1995).
Por lo anterior son importantes los estudios de especiacién de metaleé y sus

reacciones en las cadenas troficas.

La contaminacion sobre los contaminantes en los sedimentos en la Cuenca Alta
del Rio Lerma, se inicié a principios de la década pasada. La cantidad de trabajos
realizados en esta region es pequefia en comparacion con los hechos en las zonas
costeras del Golfo y del Caribe. Alvarado y Valdez (1991) reportan en suelos de la
llanura baja de inundaciéon concentraciones de cadmio, cromo, mercurio y plomo
excesivamente elevadas al compararlas con cualquiera de las indicadas en todos los
reportes, nacionales e internacionales, los trabajos de Avila-Pérez (1995) en la presa
Alzate describen concentraciones de cadmio, cobre, mercurio, niguel, plomo y zinc en
agua, lirio y sedimentos, encontrando que las concentraciones detectadas son similares

a las de otras regiones contaminadas de México (Amescua 1996).
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En la cuenca alta ya se han determinado y cuantificado algunos parametros
fisicos y quimicos, asi como concentraciones de metales pesados en varios sitios (tabla

3) (Lugo-de la Fuente et al. 1997).

En la Cuenca Alta también se han encontrado en el agua otros contaminantes de
origen agricola como disolventes (Avila 1995 y Barcel6é 2000) pero hasta el momento
no se han efectuado en la zona, estudios sobre los efectos genotdxicos que pueden

estar ocasionando los contaminantes de los sedimentos.
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IV. METODOLOGIA
4.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO
La cuenca alta del rio Lerma cubre un area de 5,366 km? aproximadamente con
una longitud del rio de 175 kilometros y va desde la Laguna de Almoloya del Rio en el
Estado de México, hasta la presa Solis en el estado de Guanajuato y se divide en tres
porciones; cursos, alto, medio y bajo, cubriendo a toda la parte norte del Estado de
Mexico en el paso del rio, el curso alto termina en la presa Antonio Alzate, lugar
donde se realiza este estudio, mientras que la cuenca media abarca buena parte de
Guanajuato incluyendo porciones de Michoacan y Querétaro por los que atraviesa el

Lerma (Gobierno del Estado de México 1993).

El clima de la regién es templado (Cw) y subhiimedo semicalido (BS) (Garcia
1982). Con respecto a la geologia, la cuenca alta se encuentra localizada dentro de
una zona de actividad volcanica mostrando un paisaje con montafias volcanicas,
planicies de aluvién, cerros, etc. La vegetacion es de tipo bosque templado, feozem y
vertisoles que dominan buena parte del valle con adecuada produccién agricola

(Instituto de Geologia 1971, INEGI 1983).

En esta investigacion se seleccionaron dos sitios de estudio que en lo sucesivo se
nombrara sitio 1 que se refiere al lugar donde es vertida el agua de la planta tratadora
E P P C A (carretera México- Toluca) y sitio 2 que se ubica en la salida de la zona
industrial de Lerma (Carretera Naucalpan-Toluca), ambos sitios son localizados en el

mapa de la figura 2.
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4.2. ALTERACIONES CROMOSOMICAS

El procedimiento para analizar las alteraciones cromosdmicas en las células
meristematicas de la raiz de Vicia faba por efecto de los contaminantes en los
sedimentos del Curso alto de la Cuenca del rio Lerma, se hizo conforme la

metodologia establecida por Villalobos Pietrini et al. (1994).

Se utilizaron semillas de haba (Vicia faba, variedad minor) que no habian sido
tratadas con plaguicidas en el campo. Para mayor seguridad a cada lote de semillas se
hizo una prueba preliminar para verificar que no tuvieran frecuencias elevadas de

alteraciones cromosomicas espontaneas.

a) Se lavaron en agua corriente durante 2 horas.

b) Se sumergieron en agua por 24 h a 21°C en la obscuridad (con el fin de acelerar la

germinacion) y se volvieron a lavar por 10 min.

¢) Se colocaron entre dos capas de algodon humedecido y se mantuvieron en la
obscuridad a 21°C hasta que aparecieron las radiculas, entonces se removieron las

testas para evitar la contaminacién por hongos.

d) Cuando las raices alcanzaron de 4 a 5 cm de longitud, se hicieron lotes de 10

plantulas.
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4.2.1 TRATAMIENTO
Los sedimentos se colectaron en los dos sitios establecidos, un dia antes del

tratamiento.

A. A los lotes de 10 plantulas por experimento, se les dieron tratamientos de 2y 3 h
con la raiz sumergida en los sedimentos y después se enjuagaron las raices en

agua corriente, para realizar las observaciones en anafase.

B. Otros lotes de 10 plantulas se sumergieron en los sedimentos durante 4 horas, se
les dio un periodo corto de 2 h y periodos largos de 20 y 44 h de recuperacién para
determinar la etapa mas sensible del ciclo celular y poder detectar el
comportamiento de los agentes presentes en la muestra. Este paso se realizd
dentro de una camara con aireaciéon constante. Tres horas antes de finalizar la
etapa de recuperacion a la mitad de las raices de cada grupo se les aplico

colchicina (0.05%) para hacer observaciones en metafase.

C. En todos los casos hubo plantulas testigo con las raices sumergidas en agua

destilada.

4.2.2 FIJACION Y TINCION
A. Se colocaron los meristemos en etancl al 70 % a 28° C durante 15 min, se hizo
hidrélisis con HCI 1N a 60° C por 10 min, se tifieron por 45 minutos con el reactivo

de Schiff y se maceraron en pectinasa al 5 % por 3 h.

17




Metodologla

B, Se realizé el aplastamiento en monocapa “squash” en portaobjetos etiquetados en

acido acético al 45 %.

4.2.3 PREPARACIONES PERMANENTES
El aplastamiento en monocapa se hizo usando acido acético al 45 % y se
hicieron permanentes mediante hielo seco (Conger y Fairchild 1953), se deshidrataron

en dos cambios de butanol absoluto y se montaron en balsamo de Canada.

4.2.4 REGISTRO Y ANALISIS ESTADISTICO

En cada experimento y testigo correspondiente, se observaron un minimo de
200 celulas, si las aberraciones se presentaban en 30 de 100 células; pero si estaban
en menor cantidad entonces se observaron 300 células para metafases; mientras que
para anafases se examinaron todos los campos al microscopio y se cuantificaron todas

las células observables en dicha fase.

Ademas en campos al azar se analizaron 1000 células para la determinacion del

indice mitdtico (IM) y 1000 en interfase par micronucleos.

Se aplicé la ji cuadrada en tablas de 2X2 para aberraciones tanto en anafase
como en metafase, IM y micronucleos, aceptandose como significativos aquellos

valores de p<0.001
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4.3. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Después de la germinacion, cuando las raices alcanzaron de 2 a 3 cm de
longitud se pusieron en una solucion conteniendo 100 mM de 5
bromodesoxiuridina (BrdU), 0.1mM de 5-7 fluorodesoxiuridina (FdU) y 5mM de

uridina (U) en un ciclo de replicacién (20 h), en la obscuridad a 21° C.

Las puntas de las raices se pusieron en los cristalizadores con los sedimentos

por 3 hy en la obscuridad; los testigos se trataron en agua destilada.

Las soluciones de BrdU, FdU y U se aplicaron en el segundo ciclo de replicacion

(20 h)

Después los meristemos se cortaron y se trataron con 0.05 % de colchicina por 3
h y se sometieron a la técnica de tincién diferenciada de Feulgen descrita por
Tempelaar et al. (1982) y modificada por Gémez-Arroyo et al. (1988) como
sigue: los cortes se fijaron con acido acético glacial por 1 h, se pusieron en acido
acético-etanol (3:1) por dos dias a 20° C, después en etanol al 70 % por 15 min
y se hidrolizaron en HCI 5N por 80 min a 28° C. Se lavaron 3 veces en agua
destilada y se tifieron con el reactivo de Schiff por 12 min en la obscuridad. Los
cortes se trataron con 2 % de pectinasa disuelta en 0.01M de amortiguador de
citrato (ph=4.7) por 15 min a 28° C, seguidos por acido acético al 45 % por 15

min y se transfirieron a etanol frio al 70 % por 30 min.
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El aplastamiento en monocapa se hizo usando acido acético al 45 % y se
hicieron permanentes por la técnica de hielo seco (Conger y Fairchild 1953), se
deshidrataron en dos cambios de butanol absoluto y se montaron en balsamo de

Canada.

Se realizé el conteo de ICH en 50 cromosomas metacéntricos y 250
cromosomas submetacéntricos, que corresponden a 25 células en metafase, por

cada experimento y su testigo, mas la repeticién de cada una de elias.
Las frecuencias de ICH de cada experimento se compararon mediante el

analisis de varianza (ANOVA) vy si los valores de p fueron < 0.001, entonces se

aplico la prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls.
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V. RESULTADOS

5.1 SITIO 1

En el sitio 1 se presentaron aberraciones en anafase con mayor frecuencia en
los tratamientos de 3 horas y los tipos de aberraciones que mas se observaron fueron
fragmentos y puentes, no se encontraron anafases muitipolares. Las diferencias entre
tratados y testigos arrojaron diferencias significativas (p< 0.05 y p< 0.001) en los dos

tiempos de tratamiento (Tabla 3).

En la tabia 4 aparecen los valores del indice mitético, los resultados muestran
que no existen diferencias significativas entre los tratados y los testigos en ambos
tiempos de tratamiento. En la misma tabla se presentan los valores de micronucleos
en interfase, donde se nota la mayor frecuencia en el expuesto durante 3 horas y en los

dos tiempos fueron significativos (p< 0.001) con respecto al testigo.

En la tabla 5 se registran las frecuencias de las aberraciones en metafase, los
valores significativos fueron en los tres tiempos de recuperacion; siendo los tipos de

aberraciones que mas se manifestaron los rompimientos cromatidicos y los anillos.

El porcentaje de micronucleos (Tabla 6) en los tratamientos de 4 horas con 20
horas de recuperacion tuvo diferencias significativas (p<.003) con respecto al testigo,
no asi en 3 y 44 horas de recuperacion; se nota ademas, a través del indice mitdtico un
aumento en la division celular en los tres tiempos de recuperacién que fueron

significativos.
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En la tabla 12 se muestran los resultados de los intercambios de cromatidas hermanas
de este sitio, se encuentra una media de 64.6 y su error estandar de 2.405, el analisis
de varianza (Tabla 13) dio una diferencia entre las muestras de p<0.001 y la prueba de
Newman Keuls (Tabla 14) demostré que este sitio tuvo diferencias significativas de

p<0.001 con respecto al testigo y al sitio 2

5.2 SITIO 2

En este sitio el mayor porcentaje de aberraciones cromosémicas en anafase se
presenté en el tratade de 3 horas y los tipos que mas aparecieron fueron fragmentos,
puentes y cromosomas con centrédmero inactivado (Tabla 7). Las diferencias en las
frecuencias de aberraciones entre testigo y tratado fueron significativas para los dos

tiempos de tratamiento.

En la tabla 8 se registran los valores de los indices mitéticos y se puede apreciar
en el tratado que la prueba de ji cuadrada no arrojo valores significativos en los dos

tiempos de tratamiento con respecto al testigo.

La presencia de micronlcleos en interfase se encontré en los dos tiempos de
tratamiento, siendo el mayor porcentaje en el de 3 horas (Tabla 9). En los dos tiempos

las diferencias fueron significativas entre los tratados y los testigos (p< 0.001).
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Las aberraciones en metafase presentaron diferencias significativas en 3 y 44 h

de recuperacion (Tabla 10).

Los micronucleos observados en los tratamientos de 4 horas entre la muestra
tratada y el testigo no fueron significativos en ninguno de los tiempos de recuperacion,

al igual que el indice mitotico (Tabla 11).

En la tabla 12 se muestran los resultados de los intercambios de cromatidas
hermanas de este sitio, se encuentra una media de 37.44 y su error estandar de 0.86,
el analisis de varianza (Tabla 13) nos dio una diferencia entre las muestras de p<0.001
y la prueba de Newman Keuls (Tabla 14) nos demostré que este sitio no tuvo

diferencias significativas con respecto al testigo, pero si con el sitio 1 (p<0.001).

5.3 COMPARACIONES ENTRE LOS SITIOS 1y 2

Al graficar las anafase anormales se puede observar (Fig. 3) que los sedimentos
del sitio 1 y el sitio 2 no fueron significativas, cabe mencionar que en los dos casos el
mayor porcentaje de aberraciones cromosdémicas en anafase ocurrié en la exposicion
de 3 horas de tratamiento; en lo concerniente a la presencia de células con
microntcleos (Fig. 4), el mayor valor se obtuvo en el sitio 1 con respecto al 2, tanto en
dos como en tres horas de tratamiento; las diferencias entre ambos sitios fueron
significativas (p< 0.001). El indice mitético entre ambos sitios no fue significativo (Fig.

5).
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Con referencia a las metafases (Fig. 6) al realizar la comparacién entre los sitios
1y 2, el mayor porcentaje de metafases anormales se observé en el sitio 1 en los tres
tiempos de recuperacion, siendo Unicamente significativo (p<0.002) el de recuperacién

de 3 horas.

Las células con micronucleos (Fig. 7) son mas elevadas en el sitio 1 a las 20
horas y en el dos a las 44 horas de recuperacién, presentando una diferencia
significativa de p< 0.05 entre los dos sitios en este ultimo tiempo. En contraste e indice
mitético (Fig. 8) en los tres tiempos de recuperacién fue mayor en el sitio 1 con
respecto al 2 y sus diferencias fueron significativas en los tres tiempos de

experimentacién (p< 0.001 y p<0.05)

En los resultados de los intercambios de cromatidas hermanas mostrados en la
tabla 12, se observa que la media del sitio 1 (64.6) es mayor que el 2 (37.44). El
analisis de varianza dio una p>0.001 (Tabla 13) por lo cual se prosiguié con la prueba
de Neuman Keuls y la diferencia significativa entre estos dos sitios fue p<0.001 (Tabla

14).
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VI. DISCUSION

Es ampliamente reconocido que los productos que son vertidos por las industrias
a la Cuenca Alta del Rio Lerma han provocado un fuerte problema de contaminacion
(Gobierno del Estado de México 2000) y aunque en los Ultimos arfios se han realizado
diversas investigaciones sobre el tema, no se han cuantificado los dafos en

biomonitores causados por los sedimentos de este rio.

Para determinar el potencial genotdxico de algunos compuestos, ha sido
recomendado utilizar sistemas biolégicos de prueba, que sean de manejo sencillo y
cuyas técnicas aporten datos faciles de interpretar y que ademas sean confiables

{Dabney 1981).

La universalidad del DNA como material genético, proporciona una justificacion
en el uso de Vicia faba como sistema de prueba para predecir la clastogenicidad de
diversos compuestos en los sedimentos, a pesar de las diferencias de metabolismo, de
procesos fisiolégicos y de los mecanismos de reparaciéon entre las especies (E.P.A
1986). Las plantas superiores ofrecen ventajas para evaluar la genotoxicidad causada
por agentes quimicos o fisicos (Grant 1978, 1982) ya que estos experimentos son poco
costosos y de facil manejo, Vicia faba ha sido mas empleada que cualquier otra
especie. En un reporte de Shelby (1976) se presentan estudios realizados en células
de raices de diversas especies donde se evalllan las aberraciones cromoséomicas
provocadas por distintos agentes quimicos y fisicos, se hace referencia de Vicia faba

en casi el 40 % de las investigaciones (Grant 1982).
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Las observaciones llevadas a cabo en este estudio, demuestran que después de
tratamientos cortos con sedimentos (Tablas 4 y 8), se inducen aberraciones en
anafase en los sitios uno y dos las cuales fueron significativas con respecto al testigo y
las aberraciones mas encontradas son fragmentos y puentes asi como cromosomas
con centrémero inactivado, estos uitimos que se producen al afectarse la region
centromérica (Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1995), la observacion de anafases

multipolares fue minima, lo que indica que los sedimentos no alteran el huso mitético.

La produccién de aberraciones en anafase en este estudio se puede deber entre
otros factores, posiblemente a la accion de metaleg, Gomez- Arroyo et al. (1983)
demuestran que las sales de cromo provocan aberraciones de tipo cromatidico en
tiempos cortos y en tiempos largos de recuperacion de tipo cromosémico por lo cual
son agentes de efecto s- independiente, estos efectos se pueden deber a la unién
directa del cromo a los acidos nucleicos vy nucleoproteinas o porque alteran la
membrana lisosomica, resultado del dafio producido por el cromo, dafio similar al
provocado por disolventes que por ser sustancias liposolubles pueden alterar los
lisosomas de las células meristematicas de Vicia faba y liberar DNAasas que causan

dario al DNA (Gémez- Arroyo et al. 1986).

Las aberraciones que aparecen en anafase suelen ser mas facilmente
registradas que aquellas en metafase (Nicoloff y Gecheff 1976) y proveen de un medio
rapido para estimar dafio cromosoémico. El analisis en metafase proporciona mayor

informaciéon sobre los tipos de aberraciones que un agente quimico puede producir

TOHTEY TN
T‘LE‘I‘j ’1)‘- i

FALLA D DRIGEN | 26




Discusion

(Grant 1982), en este estudio con ambas metodologias se obtuvieron resuitados

similares (Tablas 4, 6, 8 y 10).

El hecho de que las aberraciones surjan a partir de las 2 horas de tratamiento
(Tablas 4 y 8), asi como en 4 horas de tratamiento y 3 de recuperacion (Tablas 6 Y 10),
indica de acuerdo con Kihlman (1966), que los agentes contenidos en los sedimentos
del Curso Alto del Rio Lerma muestran efecto no retardado en cuanto a la aparicion de
las aberraciones, esto sugiere que los sedimentos provocan efecto en la fase G2 del
ciclo celular. Sin embargo, en 20 y 44 horas de recuperacidn, considerando el criterio
antes mencionado, deben manifestarse aberraciones de tipo cromosomico, pero en
este trabajo solamente se observaron las de tipo cromatidico (Tablas 6 y 10). Estos
resultados posiblemente se deben a que hubo un alargamiento en el ciclo celuiar,
Gomez Arroyo et al. (1986) describen un comportamiento similar en Vicia faba con
disolventes organicos que provocan un retardo celular ya que en las primeras horas de
tratamiento observan un dafo de tipo cromatidico y en los tratamientos largos no se

observan aberraciones de tipo cromosémico.

Los agentes fisicos y quimicos, dependiendo del periodo del ciclo celular que es
afectado; provocan dos tipos de dafio, uno que induce aberraciones subcromatidicas,
cromatidicas y cromosémicas que son considerados agentes s-independientes y su
frecuencia maxima esta entre las 4 y 10 horas del tratamiento y el otro Unicamente
origina aberraciones cromatidicas no importando la etapa del ciclo celular en la cual se
encuentran las células al momento de la exposicion y que son consideradas

s-dependientes (Kihlman 1966, Khilman ef al. 1978), las cuales se observan entre las
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24 y 48 -horas después del tratamiento y su expresién depende de la replicacién del
DNA. En esta investigacion se encontré dafo cromatidico en anafase y en metafase
en tratamientos cortos, aunque en tiempos largos la observacion de tipo cromatidico y
su valor significativo posiblemente se debe a que los sedimentos estan provocando
retraso celular. EI comportamiento de sustancias que interactian directamente con el
DNA algunas veces, depende de la sintesis del DNA. Sin embargo la existencia de
otros factores que muestran accion indirecta en los componentes de los cromosomas
hacen extremadamente dificil determinar el origen de las aberraciones observadas y
pueden conducir a errores en clasificar a los agentes usados (Gomez- Arroyo et al.
1986). En este estudio se demuestra que la acciéon de los sedimentos es de accion
indirecta y s-independientes ya su expresion es independiente de la sintesis de DNA,
las aberraciones mas encontradas fueron rompimientos cromatidicos, anillos e

intercambios cromatidicos.

Otra prueba para estimar dafo genético provocado por agentes fisicos y
guimicos es la presencia de micronucleos en las células meristematicas de Vicia faba
observados en interfase, la cual es aceptada como un indicador de dafio cromosémico
producido por mutagenos ambientales (Ma 1982) que pueden inducir aneuploidias por
la no disyuncion cromosomica durante la divisién celular (Rolandi et al. 1984). La
formacion de micronucleos generalmente es por fragmentos acéntricos, los cuales no
son transportados por el huso a los polos durante la anafase y no se incorporan a los
nicleos hijos quedando en el citoplasma (Schmid 1975). Otra forma en que los

cromosomas pueden quedar fuera de la cinetica normal de la anafase, es por la
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formacion de cromosomas con centromero inactivado y los isocromosomas, debido a

disturbios en el centrémero (Nicoloff y Gecheff 1976).

En esta investigacién la presencia de micronucleos en interfase en las células
meristematicas de Vicia faba, mostraron diferencias significativas entre los tratados
con sedimentos de 2 y 3 horas y los testigos en los dos sitios de estudio (Tablas 5 y
9), no asi en los tratados de 4 horas con tiempos de recuperacion donde los resultados
no fueron significativos (Tablas 7 y 11). Lo anterior confirma que el analisis de
micronlcleos son una adecuada prueba para medir genotoxicidad en sedimentos, ya
que la induccién de micronucleos ha sido observada en Tradescantia cuando se
incrementan las concentraciones de metales en diferentes suelos del mismo lugar
(Majer et al. 2002). Esta induccién de micronicleos ha sido usada para evaluar
genotoxicidad provocada por aguas contaminadas y por sedimentos en la India, en
raices de Allium (Grover et al. 1999), estos investigadores describen que hay
diferencias significativas al tratar las raices con sedimentos contaminados de desechos
fecales y descargas industriales. Otro grupo de investigadores de la Republica de
China (Qing et al. 1999) emplearon raices de Vicia faba para demostrar genotoxicidad
al observar aberraciones cromosémicas en anafase y formacion de micronucleos en
interfase causados por aguas de rios contaminados, en este caso encontraron que la
prueba de micronucleos arrojé resultados significativos con respecto al testigo
resaltando el hecho de que la mayor diferencia se da en lugares relacionados con
asentamientos humanos e industriales, concluyendo que las dos pruebas son buenos

bioindicadores para evaluar contaminacién en sistemas acuiferos.
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De ios metales encontrados en los andlisis de los sitios estudiados en este
trabajo, las sales de cadmio y cromo han mostrado ser inductores de microntcleos en
fibroblastos humanos (Seoane y Dulout 2001), mientras que las sales de niquel no los
provocan, cabe denotar que estos mismos autores hacen una comparacién entre los
microntcleos con cinetocoros positivo y negativo, siendo el primero el que se encontré
con mayor frecuencia, se ha demostrado que el positivo se refiere al que quedd incluido
en el fragmento de cromosoma y da como resultado aneuploidias debido a que es
excluido de la cinética celular; el negativo unicamente es el fragmento de cromosoma y
estos no causan aneuploidias ya que no migran. También se ha observado arresto
mitdtico y dafio en el huso en células de criceto chino tratadas con dosis de 0.1 a 1.0
UM de cloruro de cadmio (Warr et al. 1993), debido posiblemente a la polimerizacion de
la tubulina. Un claro incremento en la frecuencia de células embrionarias aneuploides
de criceto chino se obtuvo cuando fueron tratadas con 0.5 a 3.0 yg/ml de cloruro de

cadmio (Natarajan et al. 1993).

El indice mitdtico constituye un criterio para evaluar el dafo fisiologico que
provocan los diversos agentes. Se ha descrito que las alteraciones cromosémicas
causan directamente muerte celular (Heddle y Salome 1981), por lo que los cambios
en dicho indice pueden ser considerados como indicadores de dafio citotdxico.
Generalmente el estado afectado de ia célula es la interfase y en ocasiones la profase
temprana, cuando esto ultimo sucede es posible |la reversién de las células a interfase.
Edmunds (1964), ha demostrade que al impedirse la sintesis de DNA no hay division
celular dando como resultado un indice mitético bajo. Hay agentes quimicos como los

etilantes que inducen aductos que son reparados efectivamente, disminuyendo su
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efecto mutagénico (Singer 1985). Tanto la formacidn como la persistencia de las
lesiones del DNA, son el resultado de varios procesos sobrelapados tales como
activacion y degradacion de las moléculas del mutageno, su tranferencia a los blancos
bioloégicos, las propiedades fisicoquimicas (influencias por la temperatura, el pH, etc.),
asi como la pérdida espontanea o enzimatica de lesiones por los procesos de
reparacion (Brendel y Ruhland 1982). En este estudio se observa que el indice mitotico
con tiempos de recuperacién (Tabla 7), en respuesta a los sedimentos del sitio 1
tienen un efecto estimulante significativo con respecto al testigo y ese mismo
comportamiento ha sido observado en investigaciones con diferentes concentraciones
de tiner y de acetato de etilo, esta induccién esta basada en las propiedades fisicas de

los disolventes (Gomez- Arroyo et al. 1986).

Con referencia al intercambio de crométidas hermanas se encuentran
diferencias significativas con respecto al testigo del sitio 1 de p<0.001, del sitio 2 de
p< 0.05 (Tabla 13) y la comparacién entre ambos sitios p<0.001, estos resultados
muestran que existe enorme diversidad de agentes fisicos o quimicos en los
sedimentos que estan dafando al DNA en Vicia faba. Se ha observado que la
frecuencia de ICH en plantas esta muy incrementada al realizar tratamientos con
agentes fisicos y quimicos usados también en células animales in vitro e in vivo
(Takehisa et al. 1982). Las raices de Vicia faba han demostrado alta sensibilidad a
nivel cromosomico por agentes fisicos y quimicos, esto queda demostrado por la gran
cantidad de trabajos realizados en esta planta (Gomez-Arroyo y Villalobos-Pietrini
1995). Aunque se conoce muy poco acerca del mecanismo de formacion del ICH, los

estudios sugieren que -esta prueba en plantas puede proveer una herramienta poderosa
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para detectar una gran variedad de agentes quimicos o fisicos dafiinos al DNA (Xing y
Zhang 1990, Zhang et al. 1991). Es importante mencionar que Vicia faba tiene una
fraccion metabdlica S-10 que convierte promutagenos en mutagenos (Takehisa y
Kanaya 1983, Takehisa et al. 1988, Gomez- Arroyo et al. 1995, Calderon-Segura et al.
1989). Este aspecto es significativo porque muchos agentes quimicos no son
mutagénicos por si mismos, pero se activan por medio de la transformacion metabdlica
vegetal. Asi, un promutageno o mutageno indirecto es convertido en un mutageno a

través de la activacion metabdlica animal o vegetal (Plewa y Gentile 1976, 1982).

En este trabajo las diferencias entre los sitios 1 y 2, siendo mayor en el 1 en la
mayoria de las pruebas realizadas y a pesar que los resultados de los analisis de los
sedimentos reportados por Lugo de la Fuente et al. (1997) donde encontraron (Tabla 3)
que en el sitio 2 de 11 metales que se cuantificaron, seis de ellos se encuentran en
mayor cantidad que en el sitio uno y son Cu ( 3 veces mas), Fe (1.5 veces mas), Cr (3
veces mas), Ni (2 veces mas), Co (2.5 veces mas) y Cd (14 veces mas), mientras que
con el resto no hay diferencias; los resultados de la presente investigacion indican
probablemente un efecto antagénico en el sitio 2 en la induccion de aberraciones
cromosomicas en tiempos cortos, asi como en el indice mitdtico en tratamientos con
recuperacion, similar a lo obtenido por Zhang y Xiao (1998), quienes demuestran que Ia
combinaciéon de algunos metales pueden tener efecto antagonico contrario al
encontrado en los tratamientos con uno solo como el Cd ?*, en células meristematicas
de Hordeum vulgare, el orden de efecto antagénico fue Ca®*> Se**>Zn?*, todos ellos

compiten por los sitios de unién celulares con el Cd y tienen efectos protectores contra
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él a concentraciones similares, estos resultados también han sido descritos por Niu

(1995) en animales.

Sin embargo, en esta investigacién con los sedimentos del rio Lerma también
pueden estar ocurriendo efectos sinérgicos causados por la mezcla de metales,
funguicidas, disolventes organicos y herbicidas, como lo describen Vargas et al. (2001),
quienes evaluaron la genotoxicidad inducida por contaminantes en Salmonella en
presencia de enzimas microsdmicas en los sedimentos en tres sitios del Rio Grande en
el Brasil (curso alto, medio y bajo) donde se encuentran asentados cerca de él, areas
urbanas, agricolas e industrial (metalOrgica, textil, quimicas y de comestibles),
observando que algunos metales se presentan por arriba de lo permitido por la escala
MS (escala marcada por Bowen en 1979), estos investigadores informaron que la
citotoxicidad no esta relacionada con las concentraciones de metales en los sitios ya
gue en algunos con concentraciones menores obtuvieron mas respuesta citotéxica,
posiblemente debido a la presencia de otros contaminantes fertilizantes, funguicidas
etc. Al extraer fracciones muy polares, polar media y no polares, detectaron que las tres
fracciones provocaron efectos de citotoxicidad, explicando que estos resultados pueden
deberse a que en las tres fracciones existen disolventes organicos en diferentes

concentraciones y que la mezcla de estos y los metales dan una respuesta genotoxica.
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Vil. CONCLUSIONES

Los contaminantes de los sedimentos de los dos sitios de estudio provocaron

efectos genotdxicos en las células meristematicas de Vicia faba.

Se demuestra que Vicia faba fue un buen biomonitor para analizar el dafio
genotoxico y citotoxico producido por los sedimentos del Rio Lerma y su bajo costo
representa una prueba biolégica factible para monitoreo de sedimentos en los rios a

nivel nacional.

Al comparar los sitios de muestreo, se demostrd que con los sedimentos del sitio
1 se produjeron mayores frecuencias de aberraciones cromosémicas tanto en anafase
como en metafase, asi como las células con microntcleos en los tratamientos cortos
sin recuperacion y el indice mitdtico en tratamientos de 4 horas en los tres tiempos de
recuperacién son mas elevadas, también se evidencia una cantidad superior de

intercambio de cromatidas hermanas.

Muchos de los resultados encontrados en esta investigacion se pueden atribuir a
los metales pesados, pero sin olvidar que los sedimentos son una mezcla de elementos
en los que estan incluidos ademas otros compuestos como pueden ser fertilizantes
agricolas, pesticidas, hidrocarburos, detergentes y poblaciones de microorganismos,
que pueden dafar a las células para ocasionar un efecto antagénico al provocado por

los metales.
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Las respuestas genotéxicas no son directamente proporcionales a los niveles de
contaminacién por metales en los sitios de estudio, ya que en este trabajo no se da
una relacién dosis-respuesta; la contaminacion por metales en el sitio 2 es mayor que
en el 1, pero este ultimo arrojé valores mas altos en casi todas las pruebas de

citotoxicidad.

Gran parte de las aguas residuales industriales de la Ciudad de Toluca, son
tratadas por la planta de E P P C A, que elimina un alto porcentaje de materia organica.
Sin embargo, no excluye totalmente a compuestos muy peligrosos como metales
pesados, hidrocarburos aromaticos y alifaticos, fenoles, detergentes, plaguicidas, etc,
los que continGlan su transporte a través del rio Lerma (Gobierno del Estado de México
2000) y que al salir de dicha planta son adsorbidos por los sedimentos por la poca
inclinacién que presenta dicho rio, lo que puede explicar el hecho de que en este sitio
se produce mayor efecto genotoxico por lo que se requiere de mas investigaciones

sobre los posibles riesgos que se pueden estar originando.

Los sedimentos produjeron en las células meristematicas de la raiz de Vicia faba

un aumento en el indice mitético debido posiblemente a un retraso en el ciclo celular.
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Tabla 3. Concentraciones totales de metales pesados (ppm) en los sedimentos de

la Cuenca Alta del Curso Alto del Rio Lerma (Lugo de la Fuente et al. 1997).

Sitio Km Cu Mn Zn Fe Cr Pb Ni |Co|] Cd As Hg

Sitio 1 16.7 | 295 | 4040 | 238.5 | 19510 | 14.4 | 62.3 |29.5|3.9| 0.2 |0.26| 34

Sitio 2 26.2 | 984 | 301.0 | 277.0 | 28410 | 42.5 | 63.3 | 64.0 |9.8| 2.8 | 0.

MS 39 850 120 |48000( S0 23 68

MS: Escala acordada por Bowen (1979)
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Tabla 4. Aberraciones cromosémicas en anafase inducidas por sedimentos

(sitio 1)
Tiempo Total de | Anafases | Anafases | Fragmen | Puentes | C.C.l. | Isocromo
de Grupo |anafases| normales|anormales tos somas
exposicion % % % % % %
165 97.6 24 0 0.6 1.2 0.6
2 Testigo
horas
1144 93.1 6.9* 2.4 20 1.7 0.8
Tratado
150 100 0 0 -0 o] ©
3 Testigo i
horas
364 89.7 10.3* 3.5** 2.9 2.5 1.4
Tratado

C.C.l. Cromosomas con el centrémero inactivado.
* p<0.05
** p<0.001
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Tabla 5. indice mitético y células con micronicleos en los tratamientos de 2 y 3

horas con sedimentos (sitio 1)

Tied"e‘po Grupo indice % de células con
exposicién mitotico microntucleos

Testigo 10.0 0.9

2 horas NS *
Tratado 12.4 7.4
Testigo 9.9 0

NS *

3 horas

Tratado 11.6 8.7
*  p<0.001

NS No significativo
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Tabla 6. Aberraciones cromosomicas en metafase inducidas por sedimentos en

tratamiento de 4 horas con diversas horas de recuperacion (sitio 1)

Tiempo Total de | Metafases | Metafases | Rompimiento | Anillos | Intercambios
de Grupo |metafases| normales |anormales| cromatidico cromatidicos
recuperacion % % % % %
Testigo 300 99.6 04 0 0 0.4
3 horas
Tratado 300 89.5 10.5* 8.5* 2.0 0
Testigo| 300 99.6 0.4 0.4 0 0
20 horas
Tratado| 300 96.3 3.7+ 1.7 1.7 0.3
Testigo 300 97.3 2.7 2.7 0 0
44 horas
Tratado 300 86.0 14* 1.7 3.0* 9.3*
* p<0.001
- p<0.003
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Tabla 7: indice mitético y células con micronticleos en los tratamientos de 4

horas con sedimentos y diversas horas de recuperacién (sitio 1)

Tiempo ‘ % :
de Grupo Indice mitético A’:;f:;ﬂ‘;‘:::n
recuperacién
Testigo 7.6 0.5
3 horas ) NS
Tratado 16.1 0.5
Testigo 8.2 0.3
20 horas ** -
Tratado 12.1 1.6
Testigo 8.3 0.7
44 horas ' NS
Tratado 13.8 0.6
*  p<0.001
**  p<0.003

NS No significativo

TESTS CON
_ELAL s{f'\‘. )

U N
CEGEN

47




Tablas y figuras

Tabla 8. Aberraciones cromosomicas en anafase inducidas por sedimentos

(sitio 2)
Tiempo Total de | Anafases | Anafases | Fragmen | Puentes | C.C.I. | Isocromo | Anafases
de anafases [ normales | anormales tos somas Multi-
Grupo
exposi- polares
cién % % % % % % %
906 99.7 0.2 0 0 0.3 0 0
2 Testigo
horas
1644 93.3 6.7* 0.1
Tratado
994 98.7 1.2 0
3 Testigo
horas N )
1632 90.3 9.7* 2.6 2.8* 3.7 0.5 0.1
Tratado

C.C.l. Cromosomas con el centromero inactivado.

* p<0.001
** p<0.00
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Tabla 9. indice mitético y células con micronticleos en los tratamientos con

sedimentos (sitio 2)

Tiempo ' :
de Grupo indice % de células con
icio micronucleos
exposicion

Testigo 10.0 0.4

2 horas NS .
Tratado 12.4 24
Testigo 10.3 05

3 horas NS .
Tratado 12.7 3.5

* p<0.001

NS No significativo
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Tabla 10. Aberraciones cromosémicas en metafase inducidas por sedimentos en

tratamientos de 4 horas con diferentes tiempos de recuperacion (sitio 2)

Tiempo Metafases | Metafases | Rompimiento | Anillos | Intercambios
Total de
de Grupo normales | anormales| cromatidico cromatidicos
metafases
recuperacion % % % % %
Testigo 300 99.6 04 0 0 0.4
3 horas
Tratado 205 96.1 3.9 2.7 0.4 0.8
Testigo 300 .. 99.6.. 0.4 0.4 0 0
20 horas ] :
Tratado| 256 976 2.4 1.9 0 0.5
Testigo 300 97.3 2.7 2.7 0 0
44 horas
Tratado 241 87.5 12.5* 2.1 2.1 8.3*
* p<0.001
* p<0.006
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Tabla 11. indice mitético y células con micronticleos en los tratamientos de 4

horas con sedimentos y diversas horas de recuperacion (sitio 2)

Tiempo . :
de Grupo indice mitético %n?i?:::rliglcalzg:n
recuperacion
Testigo 7.6 0.5
3 horas NS NS
Tratado 10.9 0.5
Testigo 8.2 0.3
20 horas NS NS
Tratado 9.1 1.4
Testigo 8.3 0.7
44 horas NS NS
Tratado 10.6 1.3

NS No significativo
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Tabla 12. Resultados de los intercambios de cromatidas hermanas inducidas por

sedimentos con 4 horas de exposicion (sitios 1y 2)

GRUPO —_
X *EE
Testigo 32.8 £1.017
Sitio 1 64.6 + 2.405
Sitio 2 37.44 +£0.86

El tamario de la muestra fue de 25 metafases.
EE: Error estandar.

Tabla 13. Analisis de Varianza de los intercambios de cromatidas hermanas.

Fuente de Grados de Suma de Medias F p
variacion libertad cuadrados cuadraticas
Tratamientos 2 14754 7376.81

117.14 <0.001
Residuales 72 4534.2 62.974
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Tabla 14. Comparacion de Newman Keuls de los intercambios de cromatidas

hermanas inducidas por sedimentos con 4 horas de exposicion.

Comparacion Diferencia entre t P
medias
Testigo vs sitio 2 -4.640 2.924 <0.05
Testigo vs sitio 1 -31.800 20.036 <0.001
Sitio 2 vs sitio 1 -27.160 17.113 <0.001
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Figura 2. Mapa de los sitios de estudio
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'FIGURA 3. PORCENTAJE DE ANAFASES ANORMALES INDUCIDAS POR
SEDIMENTOS (SITIOS 1Y 2)
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[FIGURA 5. INDICE MITOTICO EN LOS MERISTEMOS RADICULARES|
| TRATADOS CON SEDIMENTOS (SITIOS 1 Y 2)
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FIGURA 6. PORCENTAJE DE METAFASES ANORMALES INDUCIDAS POR LA

EXPOSICION POR 4 HORAS A SEDIMENTOS (SITIOS 1Y 2)
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[FIGURA 7. CELULAS CON MICRONUCLEOS EN TRATAMIENTOS DE 4
HORAS CON SEDIMENTOS (SITIOS 1y 2)
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xFIGURA 8 INDICE MITOTICO EN MERISTEMOS TRATADOS 4 HORAS CON|
SEDIMENTOS (SITIOS 1y 2)
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