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RESUMEN

En la Republica Mexicana, la escasez de agua apropiada para riego en la
agricultura ha generado la necesidad de usar fuentes alternas de este elemento.
Esto ha provocado que varias regiones del pais estén siendo afectadas por el uso
de aguas residuales que tienen un origen industrial y urbano. Entre estas regiones
se encuentra el municipio de Zumpango, ubicado en el Estado de México, que se
ve afectado por utilizar aguas residuales provenientes de la zona urbana de la
ciudad de México y municipios conurbanos. Por lo que este trabajo tiene por
objetivo evaluar mediante la prueba de micronucleos y el indice mitético, los
efectos genotdxico y citotoxico, respectivamente, ocasionados en celulas
meristematicas de raiz de Vicia faba. Para lo anterior se sometieron las raices de
Vicia faba a un tiempo de tres horas de exposicién en las muestras de agua
colectadas y con un tiempo de 18 horas de recuperaciéon en agua destilada. Se
pudo observar que las sustancias quimicas presentes en el agua produjeron
micronucleos en células en interfase. La evaluacion del indice mitdtico mostré que
se tuvo un efecto inhibidor de la division celular, ya que disminuyé la frecuencia de
células mitéticas en comparacion con el testigo. De acuerdo con los resultados
obtenidos se considera necesario que este tipo de aguas reciban aléun tipo de
tratamiento antes de ser utilizadas en la agricuitura, ya que de lo contrario

representan un riesgo potencial para todos los seres vivos.



1. INTRODUCCION.

La realizacion del presente trabajo se justifica en el hecho de que las aguas
residuales sin haber sido sometidas a tratamiento alguno, son usadas para el riego
agricola. Este tipo de aguas contienen una gran cantidad de sustancias quimicas
que entran en contacto con todos los seres vivos, ya sea de una forma directa o
indirecta, provocando diferentes tipos de danos, siendo uno de ellos el de producir
alteraciones genéticas, tal como lo llevan a cabo algunos metales pesados que se
encuentran en las aguas residuales. Dichos efectos genéticos generalmente
afectan la constitucidn bioquimica, fisiolégica y morfologica de todos los seres
vivos. Uno de los propdsitos de realizar estudios genotoxicos es prevenir este tipo
de problemas, y por eso es importante realizar este tipo de estudios para obtener
una informacion temprana, preventiva y amplia, desde el punto de vista
citogenético, de la actividad biologica que llevan a cabo los agentes genotdxicos vy,
que por consiguiente, ayuden a tomar decisiones para disminuir el riesgo de usar
medios o consumir productos que sean nocivos para el ambiente, para la salud
humana, de los animales y para la sanidad y vigor de las plantas, sobre todo las
cultivadas.

En México, la escasez de agua apropiada para el riego en la agricultura, ha
generado la necesidad de utilizar fuentes alternas de este elemento vital, pero que
en muchos casos estan afectadas por desechos industriales y domésticos,
principalmente. Estas aguas muchas veces no son sometidas a tratamiento alguno
para eliminar los residuos quimicos, ya sean liquidos, so6lidos o gaseosos, |0 que

provoca una alta presencia de sustancias nocivas y toxicas, tales como sales



solubles, detergentes, metales pesados, compuestos corrosivos, solidos volatiles,
solidos sedimentables, grasas, aceites y microorganismos patdégenos, que
provocan un impacto negativo en su trayecto y en los lugares receptores
(Guerrero, 1997), afectando también a las plantas cultivadas, principalmente en su
crecimiento, desarrollo y rendimiento (Guerrero, 1997; Palafox, 2003; Rank y
Nielsen, 1994). Estas sustancias, también, ocasionan graves problemas de salud
publica (BGS, 1994; Castro de Esparza, 1997; Saénz, 1997), asi mismo, en los
animales han originado graves alteraciones fisiologicas (Guerrero, 1997; Saénz,
1997), ademas provocan la contaminacion y degradacién de los suelos
(Knasmiller et al, 1998) y contaminan los recursos hidricos (Melo et al, 2003;
Rank y Nielsen, 1994).

Por otra parte, cada vez es mas comln que las aguas residuales utilizadas
para riego agricola, presenten un incremento en la concentracidn de metales
pesados, como consecuencia directa de emplear aguas de baja o nula depuracion
(Avilés, 2000; Cajuste y Carrillo, 1992; Cala, 1995; Cruz, 1997).

El peligro que pueden presentar los metales pesados, tales como el plomo,
cromo, mercurio, arsénico, cadmio, etc., contenidos en las aguas residuales para
riego, es que pueden acumularse en los tejidos vegetales (alterando su
funcionamiento genético, bioguimico y fisiolégico) y entrar a la cadena alimenticia
de tal forma que se rebasen los limites maximos permitidos para preservar la
salud de los consumidores (Knasmuller et al, 1998; Majer et al, 2002; Steinkellner
et al, 1998).

Diversos autores sefialan que en México existe un alto porcentaje de uso de

aguas residuales urbanas e industriales, que no son tratadas y se emplean para el



riego agricola, sobre todo en areas rurales cercanas a las grandes urbes como
son Monterrey, Guadalajara, Toluca y fa zona metropolitana del Valle de México,
entre otros (Arango, 1996; Cuellar, 1988; Guerrero, 1997; Tejeda, 1993,).

En el Estado de México existen varios municipios que presentan algunas
regiones agricolas que se ven afectadas por el uso de aguas residuales de origen
urbano e industrial. Uno de estos municipios es el de Zumpango (ubicado al norte
de la ciudad de México), que recibe los afluentes de aguas residuales urbanas e
industriales provenientes del area metropolitana de la ciudad de México que son
usadas sin tratamiento convencional alguno, para regar diversos cultivos basicos
como maiz, alfalfa, trigo y avena, asi como diversas hortalizas utilizadas
principalmente para autoconsumo, y que en pequefia escala, se comercializan en
las centrales de abasto de Cuautitlan, Tultitlan y de la ciudad de México (Ramirez,
1999; comunicacion personal de diversos agricultores).

Este tipo de aguas contienen sustancias quimicas que ocasionan dafios a los
vegetales, entre los que esta el dafo genético, el cual se puede evaluar mediante
diversos estudios genotoéxicos que permiten hacer una evaluacién temprana del
dafio que provocan estas sustancias (Grant, 1994; Grover y Satwinderjeet, 1999;
Ma et al, 1997), efecto que puede detectarse antes de que se presente a nivel
fisioldgico y morfologico en las plantas ya establecidas (Palafox, 2003).

Para realizar el presente trabajo, el estudio seleccionado para identificar el
potencial genotdxico de sustancias presentes en el agua, es la ilamada prueba de
micronucleos que se encuentra entre los ensayos que detectan alteraciones a
nivel de estructura de cromosoma, y es considerada una prueba sencilla, confiable

y de alta sensibilidad, para determinar el efecto genotéxico de una sustancia



quimica en agua, suelo y aire, utilizando como bioindicador a las plantas (Evans,
1997, Grover y Satwinderjeet, 1999; Minissi et al, 1997).

Entre las metodologias existentes, la aplicacion de biomonitores de toxicidad
en plantas vasculares esta siendo considerada de manera creciente en grupos de
ensayo para el diagnéstico genotoéxico. Un sistema de prueba vegetal muy util
para la deteccion de la actividad genotéxica de contaminantes en agua, lo
constituyen las células meristematicas de la raiz de haba (Vicia faba L.) que
ofrecen un amplio rango de posibilidades para efectuar analisis genotoéxicos
(Grant, 1994; Ma et al, 1997; Minissi et al, 1998).

En base a lo anteriormente expuesto y debido al empleo de aguas residuales
para el riego en el municipio de Zumpango, Estado de México, se considera
necesario conocer el posible dafo genético que puedan ocasionar a las plantas
cuitivadas, para lo cual se proponen cumplir los objetivos que a continuacién se

mencionan.



2. OBJETIVOS.

21.0bjetivo General.

Evaluar mediante la prueba de micronicleos el dafo genotoxico y con la
division celular el efecto citotéxico en células meristematicas de raiz de haba
(Vicia faba L.), debido a la accién de sustancias quimicas presentes en aguas

residuales usadas para riego en el municipio de Zumpango, Estado de México.

22. Objetivos particulares.

- Cuantificar la concentracion presente de plomo, cadmio, cromo, y arsénico
en las aguas residuales usadas para riego agricola en el municipio de
Zumpango, Estado de Mexico.

- Evaluar mediante la prueba de micronucleos, el dafno genotoxico de las
aguas residuales en células meristematicas apicales de raiz de haba (Vicia
faba L.).

- Determinar si las aguas residuales ocasionan modificaciones en la

proliferacién de células del meristemo apical de raiz de haba (Vicia faba L.)



23. Hipétesis.

Si las sustancias quimicas presentes en las aguas residuales actGan como
agentes genotéxicos induciendo cambios cromosomicos vy alterando la
proliferacion en las células meristematicas de raiz de haba (Vicia faba L.), se
observara un aumento en la frecuencia de micronlcleos y una disminucion del

indice mitético.



3. REVISION DE LITERATURA.

3.1. Importancia de la calidad del agua utilizada para el riego agricola.

El concepto de la calidad del agua de riego se refiere a las caracteristicas de
las aguas que pueden afectar su adaptabilidad a un uso especifico, de acuerdo a
las necesidades del usuario (Pescod, 1992; Seoanez y Angulo, 1999). Diversos
autores mencionan que para la calidad del agua para riego se deben tomar en
cuenta las caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas que presenten (Metcalf y
Eddy, 1996; Ramalho, 1996; Seoanez y Angulo, 1999).

Segln Cortés et al, (1993), Seoanez y Angulo (1999), la calidad de las aguas
para riego estan se relacionan con:

a) El desarrollo de recursos en los que las aguas disponibles se aprovechan
para fines agricolas y municipales.

b) Los sistemas en que las aguas disponibles para uso urbano, se derivan
total o parcialmente del drenaje subterraneo de campos irrigados.

c) La remocion de aguas residuales por irrigacion de areas agricolas, ya sea
de descarga directa del sistema de drenaje o por derivacion de aguas
receptoras contaminadas con aguas negras. Menor en sus implicaciones,
es la calidad de las aguas municipales, que se usan en los prados, parques
y jardines.

Otros autores mencionan que para determinar la calidad del agua que se
puede utilizar en el riego bajo condiciones especificas, se deben considerar las
variaciones e interacciones de suelos, plantas y clima, ademas del sistema de

irrigacion que se vaya a emplear (Pescod, 1992; Tebbutt, 2002).



Los parametros mas usuales en la determinacion de la calidad del agua,
usada para el riego, surgen de acuerdo con el origen, tipo y concentracion de
contaminantes que existen en ella. En México, las principales fuentes de
contaminacién del agua, son los desechos domésticos y los provenientes de las
industrias. Los desechos domésticos se componen principalmente de materia
organica en forma de sélidos, que son originados por las actividades humanas
mas elementales y son evacuados utilizando el sistema de alcantarillado. Este tipo
de aguas también se caracterizan por su alto contenido de organismos patégenos
como coliformes fecales, estreptococos fecales, huevecillos de nematodos, quistes
amibianos, etc. Que provocan diversas enfermedades en el ser humano; ademas
contienen cantidades significativas de materia inorganica, siendo caracteristicos
los compuestos que forman detergentes y concentraciones considerables de
grasas y aceites. Los desechos industriales se componen de sustancias organicas
e inorganicas disueltas en suspension, y son desalojados en la mayoria de los
casos en forma liquida constituyendo una de las principales fuentes de
contaminacion de las aguas, ya que contienen sustancias toxicas de diversos
tipos. Las principales industrias que aportan la mayor cantidad de contaminantes a
las aguas son: la del aluminio, la automotriz, la de conservas y enlatados, la de
lacteos, la de fertilizantes, la de vidrio, la de cemento y concreto, la de asbestos, la
quimica, la de curtiduria, la alimenticia, la de metales, la petroquimica, la de
plasticos, la de papel, la termoeléctrica, la de acero y la textil (Avilés, 2000;
Cajuste y Carrillo, 1992).

Con la finalidad de proteger principalmente la salud publica, las autoridades

prohiben que las hortalizas, huertos o frutas, se rieguen con aguas residuales



parcialmente tratadas o no tratadas. El riego de vifiedos en los que el fruto yace
sobre el suelo, también esta prohibido. Ademas, no se permite a las vacas y
cabras lecheras que pasten sobre terrenos humedos irrigados con aguas
residuales y se les debe mantener apartadas de los canales de riego que
conduzcan aguas residuales. Aln en los casos en que los productos de las areas
irrigadas con aguas residuales se van a cocinar antes de consumirlos, el riego
debe suspenderse por lo menos un mes antes de la cosecha (Cortes et al, 1993;

Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996).

3.2. Antecedentes del uso de aguas residuales para el riego agricola
en México.

La practica de utilizar aguas residuales domésticas e industriales en el riego
agricola es ampliamente conocida y apreciada por los agricultores, esto se hace
principalmente en zonas con escasas fuentes de abastecimiento de agua de
buena calidad para el desarrollo de cultivos, como son las zonas aridas y
semiaridas del pais (Tejeda, 1993).

En México, esta actividad se inicid a principios del siglo XX, en el Valle del
Mezquital ubicado en el estado de Hidalgo, y que actualmente comprende parte
del Distrito de Riego 03, debido a la terminacién de las obras del “gran canal del
desagiie”, el cual en la actualidad conduce las aguas residuales industriales y
domésticas generadas en el area metropolitana de la ciudad de México, y que son
aprovechadas para la irrigacion de diversos cultivos en ese lugar. En este sitio el
reuso del agua se realiza directamente y sin ninguin tratamiento previo en toda el

area regable del Distrito de Riego 03, el cual se encuentra situado en una regién
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donde, antes de aprovechar dichas aguas, los suelos eran infértiles por lo que la
productividad era sumamente baja, y que a partir de la introduccién del riego con
dichas aguas se han formado suelos de espesor considerable y de alta
productividad (Arango, 1996; Cortes et al, 1993; SARH, 1994; Tejeda, 1993).

Tejeda (1993), menciona que desde el afio de 1986 se tenia una superficie en
el pais de 185 000 hectareas regadas con aguas residuales, de las cuales el 36%
corresponden al agua proveniente del area metropolitana de la ciudad de México.
Posteriormente, esta practica se extendio a otras regiones del pais como son el
area metropolitana de Monterrey, la Comarca Lagunera, el estado de Morelos, y el
Valle de México. Sin embargo, esto se ha realizado en una forma no planeada y
con tecnologias inadecuadas, por lo que en algunos lugares del pais se han
presentado efectos indeseables de diferentes tipos y magnitudes (Arango, 1996;
Cortés et al, 1993; SARH, 1994; Tejeda, 1993).

Por otra parte, Arango (1996) indica que en el afio de 1995, la superficie
regada por aguas residuales con fines agricolas era de 314 000 hectareas en 13
estados de la Republica Mexicana y los principales cultivos fueron: maiz, frijol,
trigo, alfalfa, sorgo, algodon, hortalizas, citricos vy frutales, lo que indicaba un

aumento considerable en la superficie regada con aguas residuales.

3.3. Clasificacion de las aguas residuales segtn su origen.
De acuerdo con Palacios (2002), Granados y Pérez (1995), segln su origen,
las aguas residuales pueden ser clasificadas de la siguiente forma:
a) Domésticas o wurbanas. Las aguas de este tipo se componen

principalmente de materia organica en forma de sélidos, que son originados



b)

c)

por las actividades humanas mas elementales y son evacuados utilizando
el sistema de alcantarillado. Este tipo de aguas se caracterizan ademas, por
su contenido de organismos patégenos provenientes del tracto intestinal del
humano, entre los que se pueden mencionar: coliformes fecales,
estreptococos fecales, huevecillos de nematodos, y quistes amibianos.
También contienen cantidades significativas de materia inorganica
proveniente de la limpieza de las casas habitacion, calles, centros
comerciales, efc., siendo caracteristicos los compuestos que forman los
detergentes y concentraciones considerables de grasas y aceites.
Industriales. Las aguas residuales de origen industrial se distinguen por
contener gran variedad de sustancias, ya sea en forma disuelta o
suspendida. Tal contenido define las caracteristicas que condicionan el uso
de las aguas y determinan el impacto sobre el ambiente cuando son
dispuestas. Las principales industrias que aportan la mayor cantidad de
aguas residuales de este tipo son: la del aluminio, la automotriz, la
azucarera, la vitivinicola, la de conservas y enlatados, la de lacteos, la de
fertilizantes, la del vidrio, la del cemento y concreto, la de asbestos, la
quimica, la de curtiduria, la de metales, la del petrdleo, la de plasticos, la
del papel, la termoeléctrica, la del acero y la textil.

Agricolas. Las aguas de retorno agricola son todas aquellas que han
pasado por campos agricolas y no han sido absorbidas ni por los vegetales
ni por el suelo y, por esto, contienen altas concentraciones de nutrientes
provenientes de fertilizantes y concentraciones de plaguicidas. Este tipo de

aguas provocan la aceleracion de los procesos de eutrofizacion al llegar a



12

los cuerpos de agua, ademas de ser causantes de contaminacion tanto de
flora como de fauna.

d) Municipales. Este tipo de agua se caracteriza por estar compuesta por
agua residual domestica y agua residual industrial, por lo que su tratamiento
o depuracién es mas complicado que los otros tipos, debido a que
generalmente el tratamiento de las aguas residuales domésticas es distinto

al de las industriales, y en ocasiones pueden antagonizar.

3.4. Caracteristicas de las aguas residuales.

Para conocer las posibilidades de uso de las aguas residuales, su potencial
de peligrosidad, su utilidad para riego, y su capacidad de fertilidad, es preciso
conocer las caracteristicas de dichas aguas, y éstas varian debido a la presencia y
el tipo de industrias, y a las costumbres higiénicas que siga la poblacion urbana
(Arango, 1996).

Para utilizar un determinado tipo de agua residual en el riego agricola, se
deben conocer sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas, de tal forma que se
comparen con los limites o rangos requeridos para aplicarse a los cultivos (Saénz,

1997).

3.4.1. Caracteristicas fisicas.
Para obtener una imagen verdadera de la naturaleza de una muestra de agua
residual en particular es necesario cuantificar diferentes caracteristicas fisicas
mediante un andlisis. A continuacion se mencionan las caracteristicas que con

mas frecuencia se miden en las muestras de aguas residuales.
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Solidos totales. Pueden encontrarse en suspension o disueltos; pueden
contener materia volatil o fija, en donde generalmente se considera a la materia
volatil, como la materia organica y la fija a la mineral o inorganica. Los sélidos
totales se identifican al evaporar una muestra de agua a 104 °C. Los sdlidos
suspendidos son los solidos que quedan en el filtro después de filtrar la muestra.
Los sdlidos disueltos son los presentes en el liquido filtrado de la determinacion
anterior y se reconocen al evaporar ésta a 104 °C. Los sdlidos fijos o inorganicos,
se determinan al quemar los sdlidos totales suspendidos o disueltos a una
temperatura de 550 °C, y los sélidos volatiles inorganicos se calculan sacando la
diferencia de peso entre los soélidos fijos y los suspendidos. Al hablar de soélidos
suspendidos existe una diferencia entre los sélidos que se sedimentan y los no
sedimentables, calculandose el valor de los solidos suspendidos totales por la
suma de ambos (Crites y Tchobanoglous, 2000; Tebbutt, 2002).

Temperatura. La temperatura de las aguas residuales oscila entre 10 y 20 °C,
favoreciendo el desarrollo de microorganismos y ademas realiza una accion
amortiguadora frente a la temperatura ambiente, tanto en verano como en invierno
(Metcalf y Eddy, 1996; Ramalho, 1996).

Color. Es indicador de la concentracion y composicién de las aguas
contaminadas y varia de gris al negro por los procesos de descomposicion. En la
medida que éste sea mas intenso, la capacidad de absorcion de energia solar es
mayor, y ello repercute en una ligera elevacion de la temperatura del suelo (Crites

y Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo, 1999).
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Olor. Es causado por la descomposicion de la materia organica, y se debe
principalmente al acido sulfhidrico, al xindol, a los mercaptanos y otras sustancias
volatiles (Crites y Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo, 1999).

Turbiedad. La turbiedad es proporcional a la cantidad de materia suspendida
contenida en las aguas residuales, por lo que a mayor turbidez, mayor contenido
de particulas en suspension (Metcalf y Eddy, 1996; Tebbutt, 2002).

Conductividad. Es proporcional al contenido de materia disuelta o iones
presentes, por lo que puede asegurarse que un agua residual de origen industrial
presentara una mayor conduccion de la corriente eléctrica que las otras aguas de
diferente origen (Crites y Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo, 1999).

Densidad. Se define la densidad de un agua residual como su masa por
unidad de volumen, expresada en kg,-'m? Es una caracteristica fisica importante
dado que de ella depende la potencial formacién de corrientes de densidad de
fangos de sedimentacion y ofras instalaciones de tratamiento (Metcalf y Eddy,

1996; Seoanez y Angulo, 1999).

3.4.2. Caracteristicas Quimicas.

Segun Crites y Tchobanoglous (2000), las caracteristicas quimicas tienden a
ser mas especificas en su naturaleza que algunas caracteristicas fisicas y por eso
mas utiles para evaluar las propiedades de una muestra de agua residual. En este
punto se establecen las definiciones de las principales caracteristicas quimicas.

Proteinas. Los elementos comunes a todas las proteinas son el carbono, el
hidrégeno y el oxigeno. Aunque como caracteristica particular, contienen un alto

contenido de nitrégeno (aproximadamente 16%), y en algunos casos azufre, hierro
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y fésforo. Las principales fuentes de nitrogeno responsables de los olores fétidos,
debidos a su descomposicion, son la urea y las proteinas (Crites y Tchobanoglous,
2000; Ramalho, 1996).

Carbohidratos. Incluyen a los azlcares, almidones y celulosa, caracterizados
por estar formados a base de carbono, hidrogeno y oxigeno. La celulosa es el
carbohidrato mas importante encontrado en un desecho liquido, debido a su gran
resistencia de biodegradacion (Crites y Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo,
1999).

Grasas y aceites. Estos compuestos son ésteres de alcoholes o gliceroles
con acidos grasos. Los glicéridos de acidos grasos que son liquidos a temperatura
ambiente, se conocen como aceites, mientras que los soélidos se conocen como
grasas. Ambos son quimicamente similares, estando formados por carbono,
hidrégeno y oxigeno. La grasa es uno de los compuestos organicos presentes en
las aguas residuales mas dificiles de biodegradar. En general, dentro del término
de grasas y aceites se incluyen todas aquellas sustancias solubles en hexano
(Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf y Eddy, 1996)

Agentes tensoactivos. Son sustancias capaces de disminuir la tension
superficial del agua, como es el caso de los detergentes, los cuales contienen
moléculas organicas grandes, ligeramente solubles en agua, provocando la
formacion de espuma, la cual causa serios problemas en las plantas de
tratamientos de aguas residuales, siendo de dificil biodegradacion debido a que en
su composicion se encuentran constituyentes a base de fosfatos, que ocasionan el
aceleramiento de los procesos de eutrofizacion natural en los cuerpos de agua

(Crites y Tchobanoglous, 2000; Tebbutt, 2002).
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Fenoles. Los fenoles son causa de olores ofensivos en los residuos liquidos,
provocando problemas de olor en los abastecimientos de agua potable (Tebbutt,
2002).

Compuestos organicos volatiles. Son compuestos que tienen un punto de
ebullicién por debajo de los 100 °C, y/o una presién de vapor mayor a 1 mm de
mercurio (Hg) a 25 °C (Metcalf y Eddy, 1996; Tebbutt, 2002).

Demanda bioquimica de oxigeno. Es el parametro de contaminacion
organica mas ampliamente empleado y se define como la medicion del oxigeno
disuelto que consumen los microorganismos en el proceso de oxidacion
bioquimica de la materia organica (Tebbutt, 2002).

Demanda quimica de oxigeno. Se emplea para medir el contenido de
materia organica tanto de las aguas naturales como de las residuales (Tebbutt,
2002).

Potencial de Hidrogeno (pH). Indica la concentracion de iones hidrogeno de
una muestra de agua. El promedio del pH adecuado para la existencia de gran
parte de la vida acuatica fluctia entre 6 y 7. De forma general puede estimarse
que las aguas de pH superior a 7 (alcalinas) son de origen doméstico y aquellas
cuyo valor de pH es inferior a 7 (acidas) son de origen industrial (Crites y
Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo, 1999).

Cloruros. Debido a que los métodos tradicionales de tratamiento no eliminan
grandes cantidades de cloruros, las concentraciones de estos aniones indican que
un cuerpo de agua estd siendo usado para el almacenamiento de desechos

(Crites y Tchobanoglous, 2000; Seoanez y Angulo, 1999).
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Alcalinidad. La alcalinidad en el agua residual se debe a la alta presencia de
hidréxidos, carbonatos y bicarbonatos de elementos tales como el calcio,
magnesio, sodio, potasio o amoniaco (Crites y Tchobanoglous, 2000).

Nitrégeno. Es uno de los principales nutrientes en los cuerpos de aguas
residuales. El nitrogeno presente en el agua residual se encuentra principalmente
en forma de urea y materia organica. La descomposicién por las bacterias cambia
faciimente estas formas de amoniaco a nitritos y nitratos. El predominio del
nitrégeno de nitrato indica que el agua residual se ha estabilizado con respecto a
la demanda de oxigeno. El nitrégeno amoniacal existe en solucion acuosa, ya sea
como amonio o como amoniaco, dependiendo ello del pH del agua. El nitrégeno
de nitrito tiene relativamente poca importancia en los estudios sobre aguas
residuales ya que es inestable y se oxida facilmente al estado de nitrato (Tebbutt,
2002 ).

Fésforo. Al igual que el nitrdgeno se considera como uno de los nutrientes
mas importantes en un cuerpo de agua residual. La forma primordial en que se
encuentra es la de ortofosfatos (Tebbutt, 2002).

Azufre. Es indispensable para la sintesis de algunas proteinas,
encontrandose en las aguas residuales en forma de sulfatos, los cuales son
reducidos quimicamente por las bacterias a sulfuros y acido sulfhidrico,
ocasionando corrosion en los sistemas de conduccion (Tebbutt, 2002).

Compuestos toxicos. La toxicidad de ciertos cationes es de gran importancia
en el tratamiento de las aguas residuales, ya que pueden ser toxicos para los
microorganismos y al mismo ser humano, y hacer imposible el tratamiento

biolégico de las aguas. Entre los principales se pueden mencionar a los llamados
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metales pesados, como el plomo, arsénico, cromo, mercurio, cadmio, cobre,
plata. Algunos aniones téxicos como los cianuros y cromatos, son caracteristicos
en las aguas residuales industriales (Metcalf y Eddy, 1996; Ramalho, 1996).
Gases. Existen gases que se encuentran normalmente en las aguas
residuales, como el nitrégeno, oxigeno, biéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno y
metano. Los Ultimos tres se originan por la descomposicion de la materia organica
presente en el agua residual. El ennegrecimiento de las aguas de desecho se
debe a la presencia de sulfuro de hidrégeno que se combina con el hierro presente
formando sulfuro ferroso. El principal subproducto de la descomposicion de las
aguas residuales es el metano, el cual es un hidrocarburo combustible inoloro e

incoloro (Crites y Tchobanoglous, 2000).

3.4.3. Caracteristicas Biolégicas.

Los principales grupos de organismos que se encuentran en las aguas
residuales, incluyen microorganismos como bacterias, hongos, protozoos, algas,
ademas de helechos, musgos y hepaticas. Como animales se encuentran
vertebrados e invertebrados. Los virus, también se presentan en las aguas
residuales.

Microorganismos. Las bacterias se utilizan como indicadores de
contaminacion producida por vertidos de origen humano. Los protozoos son las
amibas, los flagelados y los ciliados fijos y libres que se alimentan de bacterias y
otros microorganismos, y son basicos en los procesos de tratamientos de agua, ya
que mantienen el equilibrio entre los distintos grupos de microorganismos. Las

algas pueden reproducirse rapidamente, cuando las condiciones son favorables, y
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cubrir totalmente los embalses de agua, presentandose la eutrofizacion. La
presencia de algas, afecta el valor del agua de suministro, ya que pueden causar
problemas de olor y sabor (Crites y Tchobanoglus, 2000; Metcalf y Eddy, 1996;
Ramalho,1996).

Virus. Los virus presentes en las aguas residuales son un peligro importante
para la salud publica. Se sabe con certeza que algunos virus viven hasta 41 dias
en el agua residual a 20 °C y durante 6 dias en agua normal (Tebbutt, 2002).

Plantas y animales. Las plantas y animales varian en tamano, desde
rotiferos microscopicos y gusanos, hasta crustaceos macroscopicos (Crites y
tchobanoglous, 2000).

Organismos coliformes. El tracto intestinal del ser humano contiene
innumerables bacterias en forma de bastoncillo conocidas como organismos
coliformes. Estos organismos son utiles para destruir la materia organica en los
procesos biolégicos de tratamiento de aguas residuales. La presencia de
organismos coliformes, en el agua residual, se interpreta como una indicacion de
la presencia de otro tipo de organismos patégenos que son dificiles de aislar. Las
bacterias coliformes incluyen los géneros Escherichia y Enterobacter (Crites y

Tchobanoglous, 2000; Tebbutt, 2002).

3.5. Criterios y normas de calidad de las aguas residuales.
Desde finales de los afios 60's del siglo pasado, se iniciaron estudios en el
uso de las aguas residuales para el riego agricola, los cuales continan en la
actualidad. En base a esos estudios se han establecido criterios para normar su

aplicacion y, segun la calidad de estas aguas, ver cuales cultivos son mas factibles
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de producir, asi se tiene que desde el afio de 1970, la Secretaria de Recursos
Hidraulicos, a través de la Comision Hidrologica de la Cuenca del Valle de México,
propuso un reglamento para el riego de cultivos con aguas residuales, que fue
publicado en el Diario Oficial de la Federacion, en el mes de marzo de 1973 y con
una aplicacion para todo el pais. Dicho reglamento indica que pueden regarse con
aguas residuales sedimentadas, cultivos como el maiz, frijol, trigo, cebada,
remolacha, coliflor, espérraQos. papa, calabaza, chayote, soya , cartamo y ajonjoli.
En el caso de los arboles frutales como citricos, platano, nogal, aguacate, mango y
membrillo, siempre y cuando el riego se suspenda por lo menos un mes antes de
la cosecha. Para las flores y plantas ornamentales de invernadero también se
recomienda que pueden ser regadas con este tipo de aguas. El reglamento
también indica que las aguas residuales pueden usarse en cultivos forrajeros para
alimentacion del ganado lechero, como alfalfa, pastos, avena, sorgo, etc., siempre
y cuando sea obligatoria la pasteurizacién de la leche. Por otra parte, los cultivos
que no deben ser regados con aguas residuales son col, zanahoria, lechuga,
apio, ajo, jitomate, berro, perejil, cilantro, espinacas y aquellos que se

dediquen a la produccion de semillas (Arango, 1996; SARH, 1994).

En el tabla 1, se presentan los limites maximos permisibles de diversos
parametros fisicos y quimicos que deben tener las aguas residuales para que se
puedan utilizar para el riego agricola, segun la Norma Oficial Mexicana NOM-001-
ECOL-1996, que se publico el 6 de enero de 1997, en el Diario Oficial de la
Federacién. La Norma Oficial Mexicana, indica que los contaminantes basicos son

aquellos compuestos o parametros que pueden ser removidos o estabilizados
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mediante procesos convencionales. En lo que corresponde a esta Norma Oficial
Mexicana, considera que los contaminantes patégenos y parasitarios son los
microorganismos, quistes y huevos de parasitos que pueden estar presentes en
las aguas residuales y que representan un riesgo a la salud humana, flora o fauna.
Por otra parte, en esta Norma Oficial Mexicana soélo se consideran los coliformes
fecales medidos como NMP o UFC/100 ml (nimero mas probable o unidades
formadoras de colonias por cada 100 mililitros) y los huevos de helminto medidos

como h/l (huevos por litro).

3.6. Efecto del riego con aguas residuales sobre el suelo y en las plantas
cultivadas.
3.6.1. Efecto sobre el suelo.

En los suelos, el riego con aguas residuales, aporta una gran cantidad de
macro y micronutrientes, lo que evita la necesidad de anadir fertilizantes, pero
ademas puede provocar problemas de salinizacién o sodisacién cuando el
drenaje no es bueno; por otra parte, el riego adiciona materia organica que, debido
a sus caracteristicas, tiene la propiedad de mejorar la estructura del suelo, pero el
exceso de materia organica implica un crecimiento desmedido de organismos que
la degradan, lo que redunda en una disminucion del oxigeno para el desarrollo de
las plantas. También, la alta concentracion de soélidos suspendidos contenidos en
las aguas residuales, provoca que al ser aplicadas al suelo, se tapen los poros del

mismo, lo que imposibilita la aeracién de éste, la infiltracion del agua y por
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Tabla 1. Limites maximos permisibles de los parametros de contaminantes para
las aguas residuales que se dispongan para el riego agricola (Norma Oficial

Mexicana NOM-001-ECOL-1996).

PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS | NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES
Potencial de Hidrégeno (pH) 6.5 a 85
Conductividad eléctrica (mmhos/cm) 2000

| Aluminio (mg/l) 0.20
Antimonio (mg/l) 0.10
Arsénico (mg/l) 0.10
Boro (mg/l) 0.75
Cadmio (mg/l) 0.01
Cianuro (mg/l) 0.02
Cobre (mg/l) 0.20
Cromo (mg/l) 0.01
Hierro (mg/) 50
Floruros (mg/l) 1.0
Manganeso (mg/l) 0.02
Nique! (mg/l) 0.05
Plomo (mg/l) 0.5
Selenio (mg/l) 0.02
Zinc (mg/l) 20
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consiguiente el desarrollo de las plantas. Este mismo efecto, también, es
provocado por las grasas y aceites debido a la pelicula que producen en la
superficie del suelo (Cruz, 1997; SARH, 1994).

Las aguas residuales proporcionan a los suelos ligeros cohesién, ayudando
asi a retener humedad, y a los suelos pesados les proporcionan una estructura
que tienden a mejorar el drenaje con lo que se evita en cierto nivel el

encharcamiento en ese tipo de suelos (Cuenca, 2000; Duran y Hernandez, 1998).

3.6.2. Efecto en las plantas cultivadas.

Se reporta un efecto benéfico de las aguas residuales usadas para riego en
los rendimientos de muchas plantas cultivadas, esto obedece al alto contenido de
materia organica y elementos nutritivos que transportan dichas aguas y que se
depositan en suelos empobrecidos volviéndolos fértiles. Pero se ha logrado
constatar que existe una disminucion en rendimientos de alfalfa, jitomate, frijol y
otros cultivos, por ejemplo, se observo una disminucion en el nimero de cortes de
alfalfa en suelos regados frecuentemente con aguas residuales, atribuyendo esto
a la aparicion de espumas de detergentes, a problemas de salinidad y toxicidad de
contaminantes que se descargan en los suelos agricolas (Cuenca, 2000; Duran y
Hernandez, 1998).

Si el vertido de las aguas residuales es intenso y prolongado y se satura el
suelo durante un largo periodo de tiempo, se presentan condiciones anaerobias y
aparecen fendomenos de oxidacion incompleta y produccion de sustancias a veces
toxicas, que se traducen en asfixia de las raices, lo que a su vez provoca

marchitez de la planta (Palacios, 2002). Ademas de lo anterior, al realizarse las



24

fermentaciones se liberan sustancias como etileno, capaces de influir
negativamente sobre la germinacién y el crecimiento de las raices (Avilés, 2000;
Duran y Hernandez, 1998).

No obstante las ventajas del uso de aguas residuales en la agricultura, en la
actualidad debido a la industrializacion, principalmente, la composicion
fisicoquimica y biolégica de las aguas residuales en los ultimos afos ha
presentado cambios o degradacion en su calidad con fines de riego. Esto se debe
a que dichas industrias descargan sus desechos al drenaje y contaminan las
aguas con gran cantidad de compuestos toxicos y nocivos (Duran y Hernandez,

1998).

3.7. Contaminacion del agua por metales pesados.

En Meéxico, un aspecto de gran importancia es el alto porcentaje de aguas
residuales que se utilizan para el riego agricola, las cuales provienen de las zonas
urbanas e industriales, principalmente. En la mayoria de los casos, las aguas no
son tratadas, por lo que provocan dispersion de contaminantes téxicos para todos
los seres vivos. Dentro de este grupo son muy abundantes los metales pesados,
los cuales contaminan el ambiente por sus caracteristicas de bioconcentracion y
bioacumulacién en los ecosistemas. Los metales mas toxicos, persistentes y
abundantes en el ambiente son el plomo, cadmio, cromo, arsénico y mercurio; se
conoce que estos elementos se concentran en los organismos vivos,
permaneciendo largo tiempo en ellos, y se comportan como venenos acumulativos

(Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1998).
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Los metales pesados se pueden definir como elementos quimicos que se
presentan en bajas concentraciones y que tienen una densidad igual o superior a
los 5 g/cm?® (cinco veces la densidad del agua) cuando estan en forma elemental o
cuyo nimero atémico es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y
alcalinos-térreos) (Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1998; Cala, 1995).

Segun Avilés (2000) y Cala (1995), dentro de los metales pesados se
presentan dos grupos:

a) Oligoelementos o micronutrientes, que son requeridos en pequefas
cantidades o cantidades traza por las plantas y animales y son necesarios
para que los organismos completen su ciclo vital, y pasado este umbral se
vuelven toxicos. Dentro de este grupo estan cobre, molibdeno, manganeso,
niquel, selenio, boro, cobalto, hierro y zinc.

b) Metales pesados sin funcion biolégica conocida, cuya presencia en
determinadas cantidades en los seres vivos llevan a disfunciones en el
funcionamiento de sus organismos, los cuales resultan altamente toxicos y
tienen la propiedad de acumularse en los organismos vivos, como son el
plomo, mercurio, cadmio, arsénico, cromo, bismuto y estroncio.

La concentracién de los metales pesados en el agua residual se debe
principalmente a su origen, ya que si es domeéstica la concentracion de metales es
baja, y si es de origen industrial la concentracion sera mayor y dependera del tipo
de industria (Duran y Hernandez, 1998; Palacios, 2002).

Cruz (1997) y Palacios (2002), indican que las principales fuentes

contaminantes de metales pesados son las siguientes:



a)

b)

d)

e)

g)
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Fuentes naturales, tales como mineralizaciones superficiales, actividad
volcanica, combustiones e incendios forestales.

El uso agricola de sprays o mejoradores de suelos, que contienen metales.
El uso de aguas desechadas por minas e industrias.

Emisiones de fuentes industriales como esmaltadoras metalicas vy
refinerias.

Emisiones de aceite quemado, plantas generadoras de electricidad o
incineradoras.

Uso indiscriminado de agroquimicos en la agricultura.

Emision de gases por parte de vehiculos.

3.7.1. Generalidades de los metales pesados.

A continuacién se mencionan algunas caracteristicas de los metales pesados

mas comunes que se presentan en las aguas residuales que son empleadas en el

riego agricola.

Plomo (Pb).

El plomo es uno de primeros metales conocidos, se encuentra ampliamente

distribuido por todo el planeta en forma de galena, que es sulfuro de plomo. Ocupa

el lugar 36 en abundancia entre los elementos de la corteza terrestre (Avilés,

2000). Es un elemento metalico, de color gris azulado. Su nimero atémico es 82

y su masa atémica de 207.2 uma. Es un metal blando, maleable y ductil. Presenta

una baja resistencia a la traccion y es un mal conductor de electricidad. Tiene un
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punto de fusién de 328 °C, un punto de ebulliciéon de 1740 °C y una densidad de
11.34 g/cm® (Avilés, 2000; Duran y Herandez, 1998; Garcia, 1993).

El plomo reacciona con el acido nitrico, pero a temperatura ambiente apenas
le afectan los acidos sulfirico y clorhidrico. En presencia de aire, reacciona
lentamente con el agua formando hidréxido de plomo, que es ligeramente soluble.
Los compuestos solubles de plomo son venenosos. Aunque normalmente el agua
contiene sales que forman una capa en las tuberias que impide la formacién de
hidréxido de plomo soluble, no es aconsejable emplear plomo en la tuberias de
agua potable (Garcia, 1993).

Se emplea en grandes cantidades en la fabricacion de baterias y en el
revestimiento de cables eléctricos. También se utiliza en los aparatos de rayos X.
Debido a su elevada densidad y propiedades nucleares, se usa como blindaje
protector de materiales radiactivos (Garcia, 1993).

El plomo bajo las formas de diversos compuestos es usado en numerosos
tipos de industrias y actividades, sobre todo en pinturas, pigmentos, barnices,
como desecante de aceites, para elaborar insecticidas, como capa protectora de
estructuras de hierro y acero, ademas se encuentra en depdsitos de chatarra,
combustibles, plantas petroquimicas, efluentes de minas, actividades de
incineracion y fundicion (Avilés, 2000; Garcia, 1993).

El plomo es téxico para las plantas, animales y humano, con el riesgo de la
bioacumulacion que representa un peligro. El plomo se introduce a los cuerpos
naturales del agua via atmosférica y a través de descargas industriales. Penetra
en las plantas por las raices cuando se encuentra en el suelo y por las hojas

cuando se encuentra en la atmoésfera (Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1998).
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El plomo ingerido por el humano en cualquiera de sus formas es altamente
toxico. Sus efectos suelen sentirse después de haberse acumulado en el
organismo durante un periodo de tiempo. Los sintomas de envenenamiento son
anemia, debilidad, estrefimiento y paralisis en mufiecas y tobillos. Las escamas
de pinturas con base de plomo y los juguetes fabricados con compuestos de
plomo estan considerados como muy peligrosos para los nifios, para los que el
plomo resulta especialmente dafino, incluso a niveles que antes se consideraban
inocuos. El plomo puede producir disminucion de la inteligencia, retraso en el
desarrollo motor, deterioro de la memoria y problemas de audicion y equilibrio. En

adultos, el plomo puede aumentar la presion sanguinea (Avilés, 2000; Cruz, 1997).

Cromo (Cr).

El cromo fue descubierto en 1797 por el quimico francés Louis Nicolas
Vauquelin, quién lo denomind cromo debido a los multiples colores de sus
compuestos. Es un metal que se encuentra en la naturaleza en forma de sales y
de 6xido. Su mineral mas importante es la cromita (FeCr,0O4) cuyos yacimientos
mas importantes estan en la zona de los Urales, Republica Sudafricana,
Zimbabwe, Turquia y Filipinas. Esta distribuido por toda la corteza terrestre
ocupando el lugar 21 en abundancia entre los elementos (Cruz, 1997). Es un
elemento metalico de color gris, que puede presentar un intenso brillo, es muy
duro y resistente quimicamente. Su numero atémico es 24, su masa atomica es
51.996 uma, y su densidad es de 7.2 g/cm>. Tiene un punto de fusién de 1857 °C
y un punto de ebullicion de 2672 °C. Se disuelve en los acidos clorhidrico y

sulfurico, pero resiste al acido nitrico (Duran y Hernandez, 1998; Garcia, 1993).
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Mas de la mitad de la produccion total de cromo se destina a productos
metalicos, y una tercera parte es empleada en refractantes. El cromo esta
presente en diversos catalizadores importantes. Principalmente se utiliza en la
creacion de aleaciones de hierro, niquel o cobalto. Al afiadir el cromo se consigue
aumentar la dureza y la resistencia a la corrosion de la aleacion. En los aceros
inoxidables constituye el 10% de la composicién final. Debido a su dureza, la
aleacion de cromo, cobalto y wolframio se emplea para herramientas de corte
rapido de metales. Al depositarse electroliticamente, el cromo proporciona un
acabado brillante y resistente a la corrosion. Debido a ello se emplea a gran
escala en el acabado de vehiculos. El amplio uso de la cromita como refractante
se debe a su alto punto de fusién, su moderada dilatacion térmica y la estabilidad
de su estructura cristalina. También tiene utilizacion en otras actividades como la
industria quimica y en la produccion de pigmentos, vidrio y cemento, ademas es
un importante agente quimico en el proceso del curtido de pieles (Cruz, 1997;
Duran y Hernandez, 1998).El cromo puede presentarse, en el ambiente, en los
estados de oxidacion de Cr (lll) y Cr (VI). El estado (VI) (cromatos y dicromatos)
es fuertemente oxidante, muy moévil y el mas toxico como anion, mientras que el
Cr(lll) es relativamente insoluble y se adsorbe fuertemente sobre las superficies y
es menos toxico. En un medio alcalino y en condiciones aerobias, puede ocurrir la
oxidacién de Cr (l1l) a Cr (VI) (Armienta et al, 2001). Esta oxidacién es mas intensa

a temperaturas mas altas (Gardea et al, 2004).



Cadmio (Cd).

El cadmio fue decubierto en 1817, por el quimico aleman Friedrich Stromeyer,
en las incrustaciones de los hornos de zinc. El cadmio ocupa el lugar 65 en
abundancia entre los elementos de la corteza terrestre. Este elemento sélo existe
como componente principal de un mineral llamado greenockita (sulfuro de
cadmio), que se encuentra muy raramente. Casi todo el cadmio industrial se
obtiene como subproducto en el refinado de los minerales de zinc. Para separar el
cadmio del zinc se utiliza la destilacion fraccionada o la electrolisis. Se encuentra
en casi todos los organismos en pequefas cantidades. La amplia utilizacion del
cadmio en la industria hace que sea uno de los mas frecuentes contaminantes del
ambiente (Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1998). Es un elemento metalico
blanco plateado que es muy ductil y maleable. Su nimero atémico es 48, la masa
atémica es 112.4 uma, tiene una densidad de 8.64 g/cm®. Presenta un punto de
fusion de 321 °C, un punto de ebullicion de 765 °C. Al calentarlo arde en el aire
con una luz brillante, formando 6xido de cadmio (Avilés, 2000; Garcia, 1993).

Como el cadmio es altamente resistente a la corrosién, se emplea en
galvanoplastia, especialmente en las industrias de partes para automoviles y
aviones, electronica, y maquinaria industrial. Forma aleaciones que se funden
facilmente con cobre, niquel, oro, plata, bismuto y aluminio, que se usan para
recubrir otros materiales. Se utiliza también en la elaboraciéon de lamparas
fluorescentes, semiconductores, fotoceldas y joyeria. Se usa en la formulacion de
insecticidas, fungicidas y nematicidas (Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1988).

El cadmio desciende el punto de fusion de los metales con los que forma

aleaciones; se usa con plomo, estafio y bismuto en la fabricacién de extintores,



31

alarmas de incendios y de fusibles eléctricos. También se utiliza una aleacién de
cadmio, plomo y cinc para soldar el hierro. Las sales de cadmio se usan en
fotografia y en la fabricacion de fuegos artificiales, caucho, pinturas fluorescentes,
vidrio y porcelana. El cadmio se ha utilizado como material de control o proteccion
en las plantas de energia, debido a su capacidad para absorber neutrones de baja
energia (Avilés, 2000; Duran y Hernandez, 1998).

El cadmio es un metal pesado que produce efectos toxicos en los organismos
vivos, aun en concentraciones muy pequefas que se encuentran en el aire, agua,
suelo y alimentos (Cruz, 1997).

La fuente mas importante de contaminacion de cadmio al ambiente es la
quema de combustibles, como carbon o petréleo, o la incineracion de basura
domeéstica comun. El cadmio también contamina al aire cuando se funden rocas
para extraer zinc, cobre o plomo (Duran y Hernandez, 1998).

La exposicion al cadmio en los humanos se produce generalmente a través de
dos fuentes principales: la primera es la via oral (por agua o consumo de
alimentos contaminados). La segunda via es por inhalacion (las personas
fumadoras son las mas expuestas al cadmio porque los cigarros lo contienen). El
cadmio entra al torrente sanguineo por absorcién en el estomago o en los
intestinos, luego de la ingestion de comida o agua, o por absorcion en los
pulmones después de la inhalacion. Personas que han estado expuestas al
cadmio, presentan problemas de salud como enfermedades renales, dafios en el
sistema Oseo, sistema inmunoldgico, sistema nervioso y en la sangre, también
ocasiona problemas en el higado y en los pulmones, causando cancer (Marcano

et al, 1999).
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Arsénico (As).

El arsénico se conoce desde la antigliedad, ocupa el lugar 52 en abundancia
entre los elementos naturales de la corteza terrestre. El elemento puro no es muy
comun en la naturaleza, pero se puede aislar facilimente calentando un mineral
comun llamado arsenopirita (FeAsS) (Garcia, 1993). Es un elemento
semimetalico, ya que quimicamente se encuentra entre los metales y los no
metales. Tiene un nimero atomico 33, su masa atomica es 74.92 uma. Cuando se
calienta se sublima pasando directamente de sélido a gas a 613 °C. Su punto de
fusion es de 817 °C. Una de las formas mas comunes del arsénico es de color gris
de apariencia metalica y tiene una densidad de 5.7 g/cm’. Existe también una
forma amarilla no metalica con una densidad de 2.0 g/em®. El arsénico se quema
en presencia de oxigeno, resiste el ataque de los acidos, bases y agua. También
se combina con el azufre y con algunos metales dando arseniuros (Garcia, 1993).

El arsénico se usa en grandes cantidades en la fabricacién de vidrio para
eliminar el color verde causado por las impurezas de compuestos de hierro. Una
carga tipica en un horno de vidrio contiene un 0,5 % de tridxido de arsénico. A
veces se afade al plomo para endurecerlo y también se usa en la fabricaciéon de
gases venenosos militares como la lewisita y la adamsita. Hasta la introduccion de
la penicilina, el arsénico era muy importante en el tratamiento de la sifilis. En otros
usos medicos ha sido desplazado por las sulfamidas o los antibidticos. Los
arseniatos de plomo y calcio se usan frecuentemente como insecticidas. Ciertos
compuestos de arsénico, como el arseniuro de galio (GaAs), se utilizan como

semiconductores. El GaAs se usa también como laser. El disulfuro de arsénico
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(As2S;), conocido también como oropimente rojo y rubi arsénico, se usa como
pigmento en la fabricacion de fuegos artificiales y pinturas (Sainz et al, 2004).

El arsénico es ampliamente usado en la agricultura de algunos paises, en
insecticidas y herbicidas. En México, no tiene uso autorizado como plaguicida.
(Garcia, 1993).

El arsénico es venenoso para el humano en dosis significativamente mayores
a 65 mg, y el envenenamiento puede producirse por una (nica dosis alta, pero
también por acumulacion progresiva de pequefias dosis repetidas, como, por
ejemplo, la inhalacién de gases o polvo de arsénico. Por otra parte, algunas
personas, en concreto los que ingieren arsénico en las montanas del sur de
Austria, han descubierto que el arsénico tiene un efecto ténico, y han desarrollado
cierta tolerancia hacia él que les permite ingerir cada dia una cantidad que
normalmente seria una dosis fatal. Sin embargo, esta tolerancia no les protege
contra la misma cantidad de arsénico administrada hipodérmicamente (Sainz et al,

2004).

3.7.2. Efectos toxicos de los metales pesados en las plantas.

Cruz (1997), menciona que la irrigacion con aguas residuales puede aumentar
la cantidad de sustancias toxicas en el ambiente y en los vegetales, y entre estas
sustancias estan los metales pesados, cuya concentracion en las plantas depende
de:

a) La concentracion de los metales en el agua.
b) La especie vegetal.

c) La periodicidad de aplicacion de riegos con aguas contaminadas.



d) Tipo de riego.
A continuacién se mencionan algunos de los efectos toxicos que provocan los

metales pesados en las plantas:

Plomo (Pb).

El plomo estd considerado como un agente contaminante, ya que no tiene
ninguna funcién especifica en los organismos vivos. En los vegetales, la absorcién
de plomo se hace a través de las raices y de las hojas. Una vez asimilado por la
planta, el plomo es retenido por los cloroplastos y mitocondrias de las células,
llegando a interferir con el metabolismo del hierro, ademas se concentra en la
membrana del nicleo durante la mitosis y reduce la division celular. Entre los
efectos morfolégicos que ocasiona el plomo, se conoce que reduce el crecimiento
de las raices, las hojas tienen un color verde oscuro, ademas de un
marchitamiento en hojas viejas, poco follaje y causa una adelantada senectud en

la planta recién nacida (Cruz, 1997; Duran y Hernandez, 1998).

Cromo (Cr).

El cromo es un elemento muy toxico para las plantas, ain en pequefias
concentraciones provoca clorosis en hojas nuevas y crecimiento deficiente de
raices (Cruz, 1997; Duran y Hernandez, 1998), esto es debido a que el cromo
sufre un proceso llamado mutilacion que consiste en que forma un compuesto
organometalico (un enlace carbono-metal) el cual es liposoluble, es decir puede
atravesar facilimente las membranas biologicas (Armienta et al, 2001; Gardea et al,

2004). Por otra parte, se ha encontrado que el cromo afecta a los protoplastos e
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inhibe la germinaciéon de las semillas y ademas ocasiona deficiencia de fierro en
algunos cultivos y se bioacumula en las hojas (Duran y Hernandez, 1998).
También disminuye el indice mitético e induce aberraciones cromosémicas y la

formacién de micronucleos (Zhang y Xiao, 1998).

Cadmio (Cd).

El cadmio es uno de los elementos mas toxicos para las plantas, es muy
persistente y toxico alin en concentraciones muy pequefias. Las plantas retienen
el cadmio en sus tejidos, presentandose la mayor concentracion en las raices que
en las partes aéreas de la planta. Los efectos fitotoxicos que ocasiona el cadmio,
son una clorosis que incluye una reduccion en el contenido de clorofila, marchitez
y en ocasiones necrosis, ademas de raices oscuras y cortas (Marcano et al, 1999).
Este tipo de efectos se debe a que a altas concentraciones de cadmio inhiben la
fotosintesis y la fijacion de biéxido de carbono (Cruz, 1997; Duran y Hernandez,
1998). También se ha establecido que el efecto toxico del cadmio se refleja en un
blogueo en el crecimiento de las raices y tallos en varias especies (Chakravarty y
Srivastava, 1992)

A nivel celular, el cadmio es un metal antagonista del calcio, este ultimo
indispensable para la formacion del huso mitético, por lo que competitivamente, al
superar la concentracion de cadmio a la del calcio intracelular, se produce el

bloqueo en la migracién de los cromosomas metafasicos (Marcano et al, 1999).
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Arsénico (As).

Los sintomas de toxicidad que ocasiona el arsénico en los vegetales son la
presencia de manchas necroéticas de un rojo oscuro en hojas viejas, también
provoca un oscurecimiento o amarillamiento en las raices y en general provoca un

decaimiento de las plantas (Cruz, 1991; Duran y Hernandez, 1998).

3.8. Division celular en células meristematicas.

La division celular en células meristematicas es llamada mitosis, la cual es un
fendmeno en donde el material genético se divide en partes iguales entre las
células hijas. Este proceso es soélo la parte final de un cambio subyacente que ha
ocurrido en el plano bioguimico macromolecular en las restantes etapas del ciclo
celular, particularmente en la etapa S (Griffiths et al, 2000).

En los vegetales, la mitosis ocurre en tejidos especificos como son los
meristemos que se encuentran en los apices de raiz y tallo y en el cambium
vascular (Curtis, 1988).

La mitosis para su estudio se divide en cinco fases nombradas: profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase. La profase es usualmente la mas
larga, seguida de la telofase, mientras que la metafase y anafase son etapas
cortas y rapidas, y la prometafase es de muy breve duracion (Griffiths et al, 2000;
Klug y Cummings, 1999).

La profase (figura 1) comienza cuando los cromosomas aparecen como
delicados filamentos extendidos dentro de la esfera nuclear (Griffiths et al, 2000).
Cada cromosoma esta compuesto por dos filamentos denominados cromatidas,

que se encuentran asociados estrechamente a todo lo largo, a medida que la



profase avanza, ambas cromatidas van acortandose y engrosandose, y estan
unidas por el centrémero (Gardner et al, 1999). Con el aumento en espesor de los
cromosomas, la region del centrémero se hace mas acentuada hasta llegar a
aparecer como una constriccion. A medida que avanza la profase, los
cromosomas tienden a acercarse al borde del nicleo, mientras simultaneamente a
estos fenomenos la membrana nuclear y el nucléolo van disgregandose (Klug y
Cummings, 1999). Durante la profase tiene lugar la formacién del huso
acromatico, que se forma fuera de la envoltura nuclear. Esta etapa termina con la
disgregacion de la membrana nuclear (Gardner et al, 1999; Griffiths et al, 2000;
Klug y Cummings, 1999).

La prometafase es una etapa de transicion entre la profase y metafase, dura
muy poco tiempo y consiste en que los cromosomas se desplazan hacia el
ecuador o placa ecuatorial de la célula (Griffiths et al, 2000; Klug y Cummings,
1999).

La metafase (figura 2) comienza cuando los cromosomas alcanzan el plano
ecuatorial y se disponen irregularmente ocupando toda la superficie del ecuador y
se “enganchan” a las fibras del huso acromatico, a través de su centrémero
(Gardner et al, 1999; Griffiths et al, 2000; Klug y Cummings, 1998).

En la anafase (figura 3), se lleva a cabo la separacién de las cromatidas, de
cada cromosoma; hacia los polos opuestos de la célula, y se denominan
cromosomas hijos (Gardner et al, 1999; Griffiths et al, 2000; Klug y Cummings,
1999).

La telofase es la etapa final de la mitosis (figura 4), comienza con el final de la

migracion de los cromosomas hacia los polos, en donde empiezan a desenrollarse
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y se hacen cada vez menos condensados y se agrupan finalmente en masas de
cromatina rodeados de segmentos discontinuos de envoltura nuclear que
finalmente se fusionan para formar la envoltura nuclear completa. Al final de la
profase reaparecen los nucléolos a partir de los organizadores nucleolares
localizados en las constricciones secundarias de los satélites de los cromosomas.

Los microtibulos se reorganizan y reaparece el citoesqueleto y la forma
propia de la célula (Gardner et al, 1999; Griffiths et al, 2000; Klug y Cummings,
1999).

Donde antes habia una célula, ahora existen dos células con exactamente la
misma informacién genética y el mismo nimero cromosomico (Klug y Cummings,
1999).

En el caso particular de las células meristematicas de raiz de haba (Vicia faba
L.) tienen un ciclo celular con una duracion total de 19.3 horas a una temperatura
de 19 °C, aproximadamente, en donde la mitosis tiene una duracion de dos horas,
y la interfase se divide en los periodos G1 con 4.9 horas, S con 7.5 horas y G2 con

4.9 horas (figura 5) (Curtis, 1986).

3.9. Importancia de la evaluacion genotéxica.

Un problema muy grave que se esta presentando en todos los organismos
vivos, es la constante exposicion a un numero creciente de agentes
contaminantes, lo cual ha dado lugar a un interés para desarrollar bioensayos que
sirvan para detectar las posibles alteraciones en el material genético que
ocasionan dichos agentes en los seres vivos, manifestacion que se denomina

genotoxicidad. Asi, las respuestas celulares a cualquier tipo de exposicion pueden
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FASES DE LA MITOSIS EN CELULAS MERISTEMATICAS DE RAIZ DE HABA

(Vicia faba L.)

h

Figura 1. Profase Figura 2. Metafase

Figura 3. Anafase Figura 4. Telofase

Fuente: Curtis, P. J. 1986.
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Interfase

Gy:

Las celulas
crecen v efectuan
&l metabolismo
narmal; los orga.
nelos se duplican

Figura 5. Ciclo celular en células meristematicas de Vicia faba

Fuente: Klug, W. S. y Cummnings, M. R. 1999.
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determinarse y ser evaluadas utilizando diferentes indicadores y sistemas de
prueba (De Marco et al, 1986; Duan et al, 1999; Gopalan, 1999).

Los agentes genotdxicos actian en las células, con propiedades fisicas y
quimicas que les permiten interactuar directa o indirectamente con el DNA, vy
poseen, por lo tanto, una posible actividad mutagénica y carcinogénica (Sawger,
1994).

El surgimiento de los estudios genotoxicos ha permitido que en la actualidad
existan mas de 200 pruebas de bioensayo para evaluar y detectar la genotoxicidad
de agentes contaminantes ambientales (Grover y Satwinderjeet, 1999).

Muchos trabajos han demostrado que la realizacion de bioensayos utilizando
como sistemas de prueba a los vegetales, han resultado excelentes bioindicadores
para evaluar el dafo genético ocasionado por diversos tipos de agentes
ambientales. Entre las plantas que mas se emplean como sistema de prueba,
estan la cebolla (Allium cepa L.), la tradescantia (Tradescantia sp.) y el haba (Vicia
faba L.), estas especies se han estado usando por mas de 60 afnos en diferentes
tipos de investigaciones (Fiskesjo, 1993; Kanaya et al, 1994, Rank y Nielsen,
1894). Su empleo fue inicialmente para estudiar los efectos mutagénicos de
radiaciones idnicas y mutadgenos quimicos, pero también se ha demostrado que
son excelentes indicadores para evaluar la mutagenicidad y la clastogenicidad de
contaminantes ambientales, ya que son muy sensitivas a la presencia de éstos
(Duan et al, 1999). Todo esto unido con la simplicidad para realizar dichos
ensayos y su relativo bajo costo econémico, los hacen una prueba de ensayo
confiable y recomendable para un constante monitoreo ambiental, ya que

constituyen una primera alerta de riesgo a la presencia de agentes potenciales
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mutagenos en el agua, aire y suelo, elementos que son esenciales para la vida

(Gopalan, 1999; Knasmdiller et al, 1998; Miao et al, 1999; Steinkellner et al, 1998).

3.10. Definicion e importancia de la prueba de microntcleos.

Un estudio que se utiliza frecuentemente para determinar el dafio de los
agentes contaminantes ambientales es la llamada prueba de micronticleos, la cual
se encuentra entre los indicadores que detectan rupturas a nivel de cromosomas,
y es considerada una prueba sencilla, rapida, confiable, econémica y de alta
sensibilidad para determinar el efecto genotéxico de compuestos quimicos con
efecto mutagénico (Evans, 1997; Miao et al, 1999).

La prueba de microntcleos esta desarrollada en base a las rupturas de fibras
de DNA producidas, o por rupturas en las fibras del huso acromatico dejando a los
cromosomas completos rezagados (Cotelle et al, 1999; Evans, 1997; Grover y
Satwinderjeet, 1999; Ji et al, 1999).

Los microntcleos se pueden definir como corpusculos intracitoplasmaticos de
cromatina separados del nicleo principal, que se producen por la ruptura de
fragmentos acéntricos de cromosomas o bien de cromosomas completos que
sufren un rezago anafasico durante la division celular, originados en forma
espontanea o inducida (Chauhan et al, 1986; Evans, 1997; Ma et al, 1995; Rizzoni
et al, 1987).

De Marco et al (1988), mencionan que el diametro de los microntcleos no
debe exceder 1/3 del tamaiio del ntcleo principal, y se deben localizar dentro de la

pared celular, en el citoplasma y alrededor del ntcleo principal.
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La presencia de microntcleos se observa, principalmente, en la interfase de la
siguiente generacion de células (Evans, 1997; Ma et al, 1995).

Esta prueba permite estudiar y evaluar el efecto mutagénico en diversos
sistemas biologicos, como en linfocitos humanos (Fenech y Crott, 2002; Mdller y
Rode, 2002), en células de hamster chino (Frieauff et al, 1998; Liu et al, 1998), en
eritrocitos policromaticos de ratones (Ashby y Tinwell, 2001; Sudheer et al, 2003),
en ratas (Robbiano et al, 1998; Trosic et al, 2002), en peces (Ateeq et al, 2002;
Campana et al, 1999). Los bioensayos vegetales son extensamente usados para
el estudio de efectos mutagénicos ocasionados por agentes fisicos y quimicos
desde los inicios de los afos 30’'s del siglo pasado (Duan et al, 1999). Con el
aumento del conocimiento sobre genotoxicidad de diferentes agentes en agua,
aire y suelo, se han establecido varios sistemas vegetales para detectar el dafo
genotéxico de contaminantes ambientales, y asi se han utilizado células
meristematicas de raiz, como en Allium cepa (Grover y Satwinderjeet, 1999; Rank
y Nielsen, 1994), Tradescantia sp. (Cotelle et al, 1999; Rodrigues et al, 1998;
Majer et al, 2002), Hordeum vulgare (Joutchev et al, 2002; Zhang y Xiao, 1998), y
en Vicia faba (Duan et al, 1999; Kanaya et al, 1994; Ma et al, 1995; Miao et al,
1999).

La prueba de microntcleos empleando células meristematicas de raiz de
haba (Vicia faba L.) como sistema bioldgico de detecciéon, es de gran utilidad para
mostrar y medir el potencial genotoxico de diversos agentes contaminantes
presentes en el ambiente y es ampliamente usada en diferentes condiciones, ya
sea in vitro e in situ (Ji et al, 1999; Ma et al, 1995). Por ejemplo, este bioensayo ha

servido para determinar los efectos clastogénicos de una gran variedad de
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compuestos quimicos presentes en aguas residuales (Duan et al, 1999;
Knasmiiller et al, 1998; Miao et al, 1999; Minissi y Lombi, 1997; Steinkellner et al,
1998; Yang, 1999).

La Internacional Programme Chemical Safety (IPCS), tiene un programa para
el monitoreo ambiental dentro del cual se ha establecido el Internacional
Programme Plant Bioassays (IPPB) creado para el monitoreo y observacion de
agentes genotdxicos en un ambiente contaminado en aire, agua y suelo, utilizando
la prueba de microntcleos en células de haba (Kong y Ma, 1999; Ma et al, 1994;
Ma et al, 1997).

La Republica Popular de China, desde 1980 ha establecido la prueba de
microntcleos como un indicador oficial de genotéxicidad en el monitoreo de aire,

agua y suelos contaminados (Ji et al, 1999; Ma et al, 1997; Miao et al, 1999).

3.11. El haba (Vicia faba L.) como sistema bioldgico de prueba.

Estudios realizados han demostrado que los cromosomas, presentes en las
células meristematicas, de las plantas son excelentes materiales para detectar y
mostrar los cambios genéticos causados por diversos agentes contaminantes
ambientales (Chauhan et al, 1986; Ma et al, 1995). Actualmente son reconocidas
como excelentes indicadoras del efecto citogenético y mutagénico de agentes
quimicos siendo Utiles para la determinacion de mutagenos ambientales tanto en
condiciones de laboratorio como en cuerpos de agua in situ (Maravilla, 1998).

El ensayo de genotoxicidad en plantas es una prueba muy sensible que
aporta datos seguros y confiables sobre mutagénesis. El uso de sistemas

genéticos de plantas ha jugado un papel importante en la identificacion de nuevos
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mutagenos y se les ha involucrado en el desarrollo de nuevas técnicas que
posteriormente se han aplicado a otros organismos (Grant, 1994).

Un sistema de prueba vegetal muy util para la detecciéon de la actividad
genotéxica, son las células meristematicas de raiz de haba (Vicia faba L.), ya que
ofrece ventajas como ser un sistema barato, de facil manejo, de facil adquisicion y
no requiere equipo sofisticado ni condiciones estériles. Los meristemos de su raiz
contienen células en diversas etapas de la mitosis, poseen un ciclo celular corto
que dura aproximadamente 19.3 horas (Curtis, 1986). Presenta pocos
cromosomas (2n = 12) y muy grandes que son perfectamente visibles en el
microscopio optico, lo que los hace un material excelente para observar dafios
citogenéticos que producen los agentes toxicos (Grant, 1994). Por otra parte, las
células meristematicas presentan una fraccién metabdlica llamada S10, que es
capaz de transformar compuestos promutagenos en mutagenos, caracteristica
importante ya que muchos agentes quimicos que no son mutagenos por si
mismos, requieren del metabolismo animal o vegetal para activarse y provocar
danos al DNA (Gomez y Villalobos, 1997).

En afos recientes, la prueba de microntcleos en Vicia faba ha sido usada
mas frecuentemente como un indicador de clastogenicidad ocasionada por
contaminantes presentes en el agua (Ma et al, 1995; Miao et al, 1999).

Vicia faba ha sido propuesta como un biomonitor para evaluar mutagenos
ambientales en el programa de genotoxicidad de la Agencia de Proteccion

Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (Kanaya et al, 1994, Ma et al, 1995).
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Localizacion geografica del area de estudio.

El municipio de Zumpango se localiza en la parte noreste del Estado de
México, entre las coordenadas 19°43°'10” y los 19°54'52” de latitud norte y
98°58'12” y los 99°11'36" de longitud oeste. Limita al norte con los municipios de
Tequixquiac y Hueypoxtla; al sur con los municipios de Teoloyucan, Cuautitian,
Nextlalpan, Jaltenco y Tecamac; al oriente con Tizayuca y Tecamac, y al poniente
con Cuautitlan, Teoloyucan, Coyotepec y Huehuetoca, todos del Estado de México
excepto Tizayuca que pertenece al estado de Hidalgo (figura 6). La extension
territorial del municipio es de 244.08 km?. La altitud media es de 2400 msnm. El
clima es frio durante los meses de noviembre a marzo y la época en que la
temperatura es calida es de abril a octubre. La temperatura maxima es de 31 °C y
la minima de -2.3 °C, con una media anual de 14.8 °C. La precipitacién pluvial
anual es de 700 mm, registrandose el mayor régimen de lluvias en el mes de junio.
El tipo de clima del municipio es BS1kw(w)(i)g, que se interpreta como un clima
seco semiarido, con lluvias en verano (IGECEM, 2003; INEGI, 2003; Ramirez,
1999).

Zumpango se caracteriza por tener un 50% de superficie plana hacia el sur, y
por el norte se presentan varios lomerios con altitudes que varian entre 2350 y
2600 msnm (IGECEM, 2003; Ramirez, 1999).

La hidrografia del municipio esta representada por la laguna de Zumpango

con 2000 hectareas de extensién, aproximadamente, ademas del gran canal y
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canales de desagle que son conductores de aguas negras provenientes del Valle
de México (IGECEM, 2003; Ramirez, 1999).

Los principales cultivos que se producen en el municipio son maiz, alfalfa,
avena, trigo, y diversas hortalizas como calabaza, chayote, chilacayote, chile y
tomate de cascara, ademas del nopal y el maguey. Los arboles frutales que se
encuentran, aunque en superficies muy pequefas, son durazno, manzano,
granada, capulin, higuera y tejocote {(GECEM, 2003; Ramirez, 1999).

El estudio edafolégico del municipio presenta un mosaico de diversos tipos de
suelos, en donde la mayoria presentan una textura fina, son arcillosos, pesados,
dificiles de manejar por ser plasticos y adhesivos cuando estan humedos, y duros
cuando se secan, formando grietas profundas y pueden ser impermeables al agua

de riego o de Huvias (IGECEM, 2003; INEGI, 2003; Ramirez, 1999).

4.2, Ubicacion de los sitios de muestreo.

En el municipio de Zumpango, Estado de México, se realizé el muestreo en
tres sitios diferentes, donde cada uno correspondié a un canal de riego, que pasan
proximos a las tierras de cultivo, y que son afluentes de los canales que estan
conectados directamente a la laguna de Zumpango, la cual se esta alimentando
con las aguas residuales provenientes del area metropolitana de la ciudad de
México. En la figura 7, se muestra la ubicacién de los sitios de muestreo que se
localizan al oeste de la cabecera municipal, aproximadamente a una distancia de 4
km. La distancia del sitio 1 con respecto al sitio 2 es de 600 m, y del sitio 2 con el

sitio 3 es de 300 m, aproximadamente.
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4.3. Metodologia para el muestreo del agua.

Los muestreos se efectuaron a principios del mes de mayo de 2004, cuando
no hay lluvias en esa region y los diferentes cultivos son regados con las aguas
residuales.

Siguiendo el método de analisis indicado por la American Public Health
Association (APHA) (1996), y mencionado en la Norma Oficial Mexicana NOM-
001-ECOL-1996, las muestras se tomaron directamente de los canales de riego.
El muestreo fue de tipo simple, colectandose 5 litros de agua en cada muestra, de
los cuales 1 litro se destino para la determinacion de metales pesados y los otros 4
litros se emplearon en los diferentes tratamientos de genotoxicidad que se
evaluaron. La colecta del agua se realizo a la mitad de profundidad del canal, mas
0 menos, para tener un minimo de turbulencia, y asi evitar una mayor acumulacion
de particulas en suspension como materia coloidal, arcillas, limos y granulos de
silices. El agua se almaceno en recipientes de plastico de polietileno que fueron
colocados en una hielera, a una temperatura de 4 °C, aproximadamente. La toma
de muestras se realizo el mismo dia en un solo punto en cada sitio de muestreo,
aproximadamente entre las 7 y 8 de la mafana, hora en que la temperatura del
agua es baja y asi evitar una mayor velocidad de las reacciones quimicas que se
llevan a cabo entre las sustancias presentes en el agua. Las muestras
inmediatamente se trasladaron a las instalaciones de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan, UNAM.
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4.4. Sitio de la experimentacion.

La parte experimental de la evaluacion genotoxica se llevara a cabo en el
laboratorio de Genética Vegetal de la carrera de Ingenieria Agricola en la
Facuitad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

La determinacion de metales pesados se realizd en el laboratorio central
universitario del Departamento de Suelos de la Universidad Auténoma Chapingo,
empleando un espectrofotdmetro de absorcién atémica Perkin-Elmer modelo 460,

utilizando el método de emision de flama.

4.5. Material Biolégico.

El material biolégico que se usdé como sistema de prueba fueron células
meristematicas del apice de raiz de haba (Vicia faba L.), 1as cuales se cultivaron
en condiciones de laboratorio. Las semillas de haba que se emplearon son de la
variedad “minor’ que se obtuvieron en un cultivo de agricultura organica en las

parcelas experimentales de la Universidad Autonoma Chapingo.

4.6. Metodologia.

Las semillas de haba se desinfectaron, primeramente lavandolas con agua
de la llave, y posteriormente en 400 ml| de agua destilada se agregaron 50 mi de
cloro y 10 gotas de Tween 20 y se agitaron durante 20 minutos. A continuacion las
semillas se dejaron remojando en un recipiente con agua destilada durante 24
horas, a temperatura ambiente y en la oscuridad, con la finalidad de que las
semillas absorbieran la mayor cantidad de agua y acelerar la germinacién. En

seguida, las semillas se sembraron en cajas de plastico, utilizando como sustrato
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vermiculita para tener una germinacién uniforme y evitar la contaminacion por
hongos, ya que este sustrato es inerte, estéril, y tiene la propiedad de proporcionar
humedad a la semilla (Kanaya et al, 1994; Minissi et al, 1998).

Las semillas de haba se mantuvieron en una germinadora a una temperatura
de 25-27 °C. Se mantuvieron en estas condiciones hasta que sus raices
alcanzaron una longitud de 2 a 3 cm.

Las muestras de agua se colocaron en recipientes de vidrio, tapados con
papel aluminio con perforaciones, en donde se acomodaron las plantulas de
manera que sus raices quedaran en contacto con el agua durante los
tratamientos. Las raices se dejaron expuestas durante un tiempo de 3 horas y
posteriormente se les dio un tiempo de recuperacion de 18 horas en agua
destilada, con aereacion y temperatura (21 °C) constantes.

El tratamiento que fue testigo se mantuvo en las mismas condiciones
experimentales, pero con las raices sumergidas en agua destilada desde un inicio.

Las preparaciones se realizaron, primeramente, cortando los épices de la raiz
a una longitud aproximada de 2 mm. Se lavaron con agua corriente, y en seguida
se fijaron en una solucién de etanol-acido acético (Sigma) en proporcién 3:1,
durante 24 horas. A continuacién, los apices se lavaron con agua corriente, y se
colocaron en un vidrio de reloj agregandoles unas gotas de HCI (Sigma) 5N, para
que se hidrolizaran durante 10 minutos. Posteriormente se les retiro el acido, se
volvieron a lavar con agua corriente y se les agregaron unas gotas del colorante
de aceto-orceina y se dejaron durante 10 minutos. En seguida, los apices se
trasladaron a los portaobjetos a los cuales previamente se les colocé una gota de

acido acético (Sigma) al 45%. Rapidamente se coloco el cubreobjetos y se efectud
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una presion con la goma de un lapiz. A continuacion se observaron las

preparaciones al microscopio utilizando el objetivo 40X.

4.7. Diseno experimental.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con un total de 4
tratamientos, y 5 repeticiones por tratamiento, para un total de 20 unidades
experimentales. Cada unidad experimental consisti6 de una preparaciéon que
contiene las células meristematicas de raiz de haba. Los parametros a evaluar

fueron la frecuencia de microndcleos e indice mitético.

4.8. Analisis Estadistico.

Se utilizé el programa estadistico INSTAT2 versién 2.03. Para evaluar la
frecuencia de micronbcleos e indice mitdtico se efectud primeramente un analisis
de varianza con la finalidad de determinar la significancia estadistica entre los
tratamientos evaluados y a continuacién se compararon los tratamientos por
medio de la prueba de significancia de Tukey-Kramer. Se manejo un nivel de

probabilidad de error de 0.05 y 0.01 para establecer niveles significativos de

confiabilidad tanto en el analisis de varianza como en la prueba de Tukey-Kramer.

4.9. Analisis Citogenético.
Para la determinacion de la frecuencia de micronucleos e indice mitético, por

cada repeticion se contaron 1000 células, resultando un total de 5000 células por
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tratamiento, contando el numero de células que presentaran micronucleos o

alguna fase mitética.

4.10. Criterios para seleccionar células micronucleadas.

a) Que las células presentaran buena tincion.

b) Los micronlcleos deberian distinguirse como corpusculos circulares bien
definidos, con una coloracion roja caracteristica.

¢) Los micronucleos no debian exceder de 1/3 del nucleo principal y debian
estar localizados en el citoplasma circundante al nucleo principal.

d) Los micronucleos no deberian mostrar refractibilidad, es decir, al momento
de mover el micrométrico del microscopio el objeto no debia desaparecer
o pasar a otro plano, ya que si esto se presentaba, entonces se excluia

como micronlcleo.
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5. RESULTADOS.

Los efectos producidos en los cromosomas de las células meristematicas del
apice de raiz de Vicia faba, se evaluaron mediante el analisis de la frecuencia de
micronicleos que se presentaron en células en interfase (figura 8), y el indice
mitético (figuras 9, 10 11 y 12). Para esto se realizé el analisis estadistico de los
resultados obtenidos, efectuando primeramente el analisis de varianza para la
frecuencia de micronucleos e indice mitético para determinar el grado de
significancia entre los tratamientos evaluados, presentandose una diferencia
estadistica entre los tratamientos para la frecuencia de micronuicleos (tabla 2), y

también para la frecuencia del indice mitético (tabla 3).

Tabla 2. Andlisis de varianza para la frecuencia de micronlcleos.

FUENTES DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO
TRATAMIENTOS 3 4718.2 1572.7
ERROR 16 482.4 30.150
TOTAL 19 5200.6

F=52.163
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Tabla 3. Analisis de varianza para la frecuencia del indice mitético.

FUENTES DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO
TRATAMIENTOS 3 24806 8268.6
ERROR 16 314.4 19.65
TOTAL 19 25120

F =420.79

A continuacioén se realiz6 la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer
para conocer entre que tratamientos evaluados se presentaba una diferencia
estadistica en ambos parametros estudiados.

En la tabla 4 y figura 8 se muestran las frecuencias de micronucleos
producidas para los tres sitios de muestreo y el testigo. Se puede observar que, en
los tres sitios, se presenta una alta presencia de células micronucleadas

comparando con el testigo.

Tabla 4. Frecuencia de micronucleos en los tratamientos evaluados para los
tres sitios de muestreo.

SITIO DE TOTAL DE CELULAS

MUESTREO CON MICRONUCLEOS X + D.E
1 198 39.6 6.580
2 154 30.8 7.563
3 178 356  4.393

Testigo 3 0.6 0.89
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Figura 8. Frecuencia de micronucleos en los tratamientos
evaluados para los tres sitios de muestreo

Al aplicar la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer (tabla 5), se
observa que no existe una diferencia estadistica entre los tratamientos, a pesar de
que entre el sitio de muestreo 1 y el sitio 2, se presentd una diferencia de 44
células con micronucleos. Esto indica que la presencia de micronucleos no esta
determinada por e} lugar donde se muestreo, sino que la concentracién presente

de agentes contaminantes en el agua, en esos sitios, debe ser muy similar.
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Tabla 5. Prueba de comparacion mdltiple de Tukey-Kramer para los tratamientos
de la frecuencia de micronucleos.
COMPARACION DIFERENCIA

TRATAMIENTO VS TRATAMIENTO ESTADISTICA PROBABILIDAD

Sitio 1 Sitio 2 ns 0.05
Sitio 1 Sitio 3 ns 0.05
Sitio 1 Testigo . | ** 0.01
Sitio 2 Sitio 3 ns 0.01
Sitio 2 Testigo > 0.01
Sitio 3 Testigo > 0.01

De acuerdo a la metodologia empleada y a la elevada frecuencia de
micronucleos que se obtuvo en los tratamientos, se establece que las células
meristematicas de Vicia faba necesitan de periodos largos para recuperarse y asi
manifestar en su maxima potencialidad el dafio ocasionado por diversos agentes
mutagenos.

En la misma tabla 5, se muestran los valores obtenidos del testigo o control
negativo, y comparando los tratamientos con el testigo se observa una diferencia
estadistica altamente significativa lo que indica la presencia de sustancias
mutagenas en las aguas residuales evaluadas, que ademas inducen dafos en la

estructura de los cromosomas de Vicia faba.
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En el caso del indice mitético, los valores obtenidos de los tres sitios de
muestreo se presentan en la tabla 6 y figura 9, observandose que en los tres
tratamientos existe una disminucion del indice mitdtico, sin que éste se inhiba
totalmente, en comparacién con el testigo o control negativo que presenta un

numero elevado de células que presentan aiguna fase mitotica.

Tabla 6. Frecuencia del indice mitético en los tratamientos evaluados para los
tres sitios de muestreo.
SITIO DE TOTAL DE CELULAS

MUESTREQ  CON ALGUNA FASE MITOTICA X * DE

1 395 79.0 3.162
2 353 706 3.209
3 320 64.0 2.828

Testigo 758 161.6 7.092
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Figura 9. Frecuencia del indice mitético en los tratamientos
evaluados para los tres sitios de muestreo

Al utilizar la prueba de Tukey-Kramer (tabla 7) se muestra que entre el sitio de
muestreo 1y los sitios 2 y 3, existi6 una diferencia estadistica significativa. Lo
anterior indica que en el sitio 1, los agentes quimicos afectaron menos a la
division celular, pero aun asi las sustancias contaminantes presentes en los tres
sitios tienen un comportamiento muy similar para influir negativamente en la

division de las células de Vicia faba,
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Tabla 7. Prueba de comparacién miltiple de Tukey-Kramer para los tratamientos
de la frecuencia del indice mitético.

COMPARACION DIFERENCIA

TRATAMIENTO VS TRATAMIENTO ESTADISTICA PROBABILIDAD

Sitio 1 Sitio 2 * 0.05
Sitio 1 Sitio 3 ** 0.01
Sitio 1 Testigo > 0.01
Sitio 2 Sitio 3 ns 0.01
Sitio 2 Testigo > 0.01
Sitio 3 Testigo > 0.01

Con respecto a la comparacion de los tratamientos con el testigo se obtuvo
una diferencia estadistica altamente significativa, debido a que todos los
tratamientos presentaron un promedio muy bajo de ceélulas mitéticas en
comparacién con el testigo que tuvo un promedio muy alto de células en division,
lo cual indica que los agentes contaminantes presentes en los diferentes
tratamientos si inhiben la divisién celular, a través de diferentes mecanismos.

Los resultados de los analisis de los metales pesados se observan en las
tablas 8, 9y 10, en donde se puede apreciar que, para los tres sitios de muestreo,
los valores obtenidos no exceden al valor maximo permisible de la Norma Oficial
Mexicana NOM-001-ECOL-1996 (tabla 1), por lo cual, supuestamente, los cuitivos

que se producen en los lugares donde se muestred, no estan de forma
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permanente expuestos a un elevado indice de toxicidad por estos elementos. Esta
situacion se debe posiblemente a que los suelos de esta region son arcillosos, lo

cual ocasiona que retengan una elevada acumulacion de estos elementos.

Tabla 8. Valores obtenidos para los metales pesados analizados por
espectrofotometria de absorcién atémica para el sitio de muestreo 1.

ELEMENTO CONCENTRACION
(mg/l)
Plomo 0.086
Cromo hexavalente 0.10
Arsénico 0.00025
Cadmio 0.011

Tabla 9. Valores obtenidos para los metales pesados analizados por
espectrofotometria de absorcién atdmica para el sitio de muestreo 2.

ELEMENTO CONCENTRACION
{mg/h)
Plomo 0.070
Cromo hexavalente 0.17
Arsénico 0.024
Cadmio 0.040

Tabla 10. Valores obtenidos para los metales pesados analizados por
espectrofotometria de absorcion atémica para el sitio de muestreo 3.

ELEMENTO CONCENTRACION
_ (mg/)
Plomo 0.210
Cromo hexavalente 0.60
Arsénico 0.021

Cadmio 0.07
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Figura 10. Células meristematicas de Vicia faba observadas en interfase con

presencia de micronicleos
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Células meristematicas de Vicia faba que se observaron en las diferentes fases

mitdticas.

Figura 10. Metafase



Figura 11. Anafase

Figura 12. Telofase
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6. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que, la prueba de
micronucleos usando como biomonitor células meristematicas de Vicia faba,
resulta muy eficiente para determinar el dafio genético ocasionado por los agentes
quimicos presentes en las aguas residuales provenientes del area metropolitana
de la ciudad de México, y que son usadas para el riego agricola en el municipio de
Zumpango, Estado de México. Esto coincide con los reportes de diversos autores
(Duan et al, 1999; Grover y Satwinderjeet, 1999; Ji et al, 1999; Jiang et al, 1999;
Miao et al, 1999; Ruiz et al, 1992; Steinkellner et al, 1999; Yang, 1999) quienes,
utilizando diferentes sistemas vegetales, establecen un efecto genotéxico de
aguas residuales provenientes de actividades domésticas, industriales, de la
mineria y de plantas quimicas, debido a que inducen una elevada presencia de
micronucleos.

En el presente estudio se efectuaron los registros de micronucleos en células
en interfase porque es la etapa del ciclo celular en donde generalmente se
manifiestan (Evans, 1997; Ma et al, 1995).

Se aplicaron tratamientos cortos de 3 horas de exposicion con un tiempo de
18 horas de recuperacion para poder evaluar la rapidez con la actuan las
sustancias toxicas de las aguas residuales.

Los micronucleos aparecieron como el resultado de fragmentos acéntricos
(Evans, 1997; Miao et al, 1999) y de cromosomas retardados (Cotelle et al, 1999;
Ji et al, 1999) que no son transportados a los polos en el momento de la anafase y

al no incorporarse a los nucleos hijos quedan como pequefios nucleos.
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Tanto los fragmentos acéntricos, como los cromosomas con centrémero
inactivado e isocromosomas pueden examinarse en interfase como micronucleos,
de tal manera que el analisis de éstos provee un método sencillo para detectar la
presencia de dafio cromosémico en Vicia faba (Valencia, 1987).

Para todos los tratamientos se sugiere que el dafo fue ocasionado por
agentes quimicos que tienen la capacidad para provocar micronucleos.

En el caso del sitio de muestreo 1, se manifestd una relacién directa entre la
presencia de micronucleos y el tiempo de exposicidon y de recuperacién de las
células de Vicia faba, a excepcion de los sitios 2 y 3, en donde se manifiesta una
disminucién en la presencia de micronlcleos, lo cual se puede deber a la
integracion de mas de una alteracién por micronucleos o a la inclusiéon de éstos en
uno de los nucleos hijos, tal como lo proponen Evans y Sparrow (1961).

Se sugiere que el centrébmero puede ser afectado por las sustancias
contaminantes y que esta accion se traduce en una activacién del mismo dando
origen a los cromosomas con el centromero inactivado (Gémez y Villalobos, 1983;
Chauhan et al, 1986) o provoca su division anormal en sentido transversal, en vez
de longitudinal y forma los isocromosomas (Gémez et al, 1986; Nicoloff y Gecheff,
1976), en ambos casos los cromosomas afectados quedan fuera de la cinética
normal de la anafase, ya que no se integran a los nucleos hijos y pueden dar como
resuitado micronlcleos (Gémez et al, 1986; Valencia, 1987).

Por otra parte, Schimd (1973, 1975), asi como Matter y Grauwieler (1974)
sefalan que el dano parcial o los disturbios en el huso mitético pueden dar como
resultado cromosomas con el centrémero inactivado quedando fuera de la cinética

normal de la anafase y pueden formar micronucleos en células en interfase.
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El dafo o disturbios en el huso mitotico se pueden presentar debido a que
existen compuestos quimicos que ocasionan alteraciones en el proceso
metabolico basico a nivel celular, sobre todo por desordenes en la sintesis de
proteinas, como es el caso de la tubulina que es la proteina que forma los
microtubulos de las fibras del huso mitdtico (De Marco et al, 1988; Samborska,
1987).

Con respecto al indice mitético, se considera como un parametro citotoxico
que refleja la frecuencia de la divisién celular y la velocidad de crecimiento de las
células meristematicas. El indice mitotico muestra el dano que provocan diversos
agentes, ya se ha demostrado que tanto las radiaciones (Gustavino et al, 1987,
Rizzoni et al, 1987; Wang y Wang, 1999) como las sustancias quimicas (Chauhan
et al, 1986; Grant et al, 1992; Zhang y Xiao, 1998) producen inhibicion de la
division celular.

En el presente trabajo, se propone que en todos los tratamientos evaluados
actuaron diversos agentes quimicos que influyeron notablemente en ciertas fases
de la division celular, asi como otros que impidieron la entrada de las células en
mitosis o que inhibieron la formacion del huso mitético o la citocinesis. Se
considera que en estas aguas estudiadas existen los agentes que inhiben la
division celular, afectando a las células en la etapa de interfase, pudiendo actuar
en G1, S o G2, y en ocasiones en la profase temprana. Los que actianen G10 S
pueden inhibir la replicacion cromosémica y la divisidbn de cromosomas, mientras
que los que lo hacen principalmente en G2, solo afectan la separacién de las
cromatidas (Chauhan et al, 1986; De Marco et al, 1986; Kihiman, 1966). También

se toma en cuenta, que la supresion de los procesos necesarios para que se lleve
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a cabo el ciclo celular, como son la sintesis de DNA, RNA, proteinas y la
formacién del huso mitético, puede interferir en la proliferacion de células
(Chauhan et al, 1986).

Se ha demostrado que si se impide la sintesis de DNA no hay division celular.
Dentro de los agentes que afectan al DNA y su metabolismo se encuentran los
inhibidores de la sintesis y de los precursores del DNA y aquellos que modifican
su estructura (Kihiman, 1966; Mohamed y Ma, 1999; Steinkeller et al, 1998).

Por otra parte, se ha demostrado que al bloquearse la sintesis de RNA y
proteinas, la siguientes sintesis de DNA y la mitosis se reprimen totalmente
(Gollapudi et al, 1995; Knasmuiller et al, 1998).

Esta bien fundamentado que la inhibicion de la funcién del huso mitético
impide las divisiones celulares de manera normal (Chauhan et al, 1986; Kihlman,
1966), por ejemplo, se ha observado que los insecticidas inhiben la mitosis,
evitando la polimerizacién de la tubulina de los microtubulos del huso mitético
(Chaubhan et al, 1986; Moreno, 2001).

Otra causa que puede provocar la disminucién de la frecuencia de divisiones
celulares, es la produccion de alteraciones cromosémicas, ya que se ha descrito
que éstas pueden causar directamente la muerte celular (De Marco et al, 1986;
Valencia, 1992). Bloqueos en la sintesis de DNA inducen regiones sin replicacion
que pueden persistir en la mitosis y provocar la formacion de aberraciones
cromosémicas, y debido a que éstas se correlacionan estrechamente con la
muerte celular es probable que las lesiones que bloquean la sintesis de DNA sean

citotoxicas (Valencia, 1992).
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Las situaciones anteriores posiblemente se encontraron con las sustancias
toxicas de la muestra de agua, en donde se observé un aumento en la induccién
de micronucleos con los tiempos de exposicién y de recuperacién que se
manejaron, y por otro lado una disminucién en la divisién celular.

Los resultados de los analisis de los metaies pesados indican que en todos
los casos, los valores obtenidos no exceden al valor maximo permisible
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, esta situacion se
debe posiblemente a que el sitio de muestreo fueron los canales de riego préximos
a las parcelas de cultivo, y dichos canales no estan revestidos por ningln tipo de
material, y que el tipo de suelo presente es arcilloso el cual tiene la caracteristica
de retener una elevada concentracion de estos metales y que por consiguiente
presenten una solubilidad baja en el agua (Ortiz y Ortiz, 1990). Pero existen
reportes que indican que, aun presentes en bajas concentraciones, los metales
pesados ocasionan danos clastogénicos en células vegetales (Knasmiiller et al,
1998; Marcano et al, 1999; Steinkeller et al, 1998; Zhang y Xiao, 1998).

El efecto de los metales pesados en las células vegetales es diverso. En este
trabajo se sugiere que posiblemente, a nivel molecular, los metales pueden inhibir
la funciébn de enzimas que intervienen en la reparacién del DNA, ya sea
desnaturalizandolas, precipitandolas o produciendo efectos aiostéricos o
alteraciones en su sintesis (De Marco et al, 1988; Jha et al, 1992; Steinkellner et
al, 1998). Otra posibilidad que pudo pasar en este estudio es que a menudo, los
metales pueden ligarse a la molécula de DNA y ocasionar un dafio directo debido
a que alteran la conformacion nucleo-proteica (De Marco et al, 1988; Knasmuller

et al, 1998). Esta reportado que cualquiera de las acciones anteriores pueden
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afectar la divisién celular y la estructura y comportamiento del huso mitético
(Ramirez, 1999).

Los metales ocasionan alteraciones en la mitosis induciendo una disminucion
en la frecuencia de la division celular (Marcano et al, 1999; Zhang y Yang, 1994;
Zhang y Xiao, 1998), llegando a inducir la inhibicién total de la divisién, o a un
desajuste en la separacion de los cromosomas (Giri et al, 1981, Ramirez, 1999).

Por otra parte, se reporta que la alta afinidad de muchos metales por los
enlaces disulfuro en el citoplasma llegan a provocar anormalidades o destruyen
las fibras del huso mitético (Zhang y Yang, 1994).

Los metales también constituyen complejos ligados con grupos ciclicos u
otros metales, esta formacion de complejos pueden alterar la composicion y la

viscosidad citoplasmica lo que conduce a efectos clastogénicos (Ramirez, 1999).
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7.CONCLUSIONES.

El bicensayo de Vicia faba-micronlcleos puede ayudar a prevenir del
estado peligroso de la calidad que representan las aguas residuales
utilizadas para el riego agricola.

Las aguas residuales evaluadas contienen agentes quimicos que
son potencialmente inductores de micronicleos en las células
meristematicas de Vicia faba, manifestando su dafio genético en el
tiempo de exposicion y de recuperacion que se emplearon en este
trabajo.

Se encontré una disminucion en la frecuencia del indice mitético en
las células meristematicas de Vicia faba, 1o que manifiesta un efecto
citotéxico por parte de las sustancias contaminantes presentes en las
muestras de agua evaluada. Se manifesté que con el tiempo de
recuperacion de las células, usado en este estudio, los
contaminantes ejercieron un mayor efecto inhibidor sobre la division
celular.

Con los datos obtenidos en este estudio las aguas residuales
evaluadas cumplen con los limites permisibles propuestos por la
Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 en cuanto a metales
pesados y por lo tanto no representan un mayor riesgo para las
plantas cultivadas de la region, asi como tampoco para los animales

y humanos, ya sean productores o consumidores.
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8. RECOMENDACIONES.

- Se recomienda realizar este tipo de estudio en mas sitios de
muestreo y en diferentes épocas del ano, para verificar si este tipo
de aguas presentan una accidén genotoéxica y citotoxica.

- Es recomendable la aplicacion en forma combinada de las siguientes
medidas indicadas para prevenir y controlar el riesgo sanitario, no
solo para las plantas, también debe ser para los animales y sobre
todo para el humano:

1) Se debe llevar a cabo, por algun método, el tratamiento de las
aguas residuales para su uso agricola.

2) Debe existir la restriccion de cultivos sobre todo de hortalizas que
se consumen crudas.

3) Se debe tener una atencion sanitaria para las plantas cultivadas,
asi como para los agricultores y los consumidores expuestos.

4) Se deben mejorar los métodos de riego.
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