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RESUMEN

El Valle del Mezquital en el estado de Hidalgo, es una de las zonas aridas del pais en donde
la agricultura era escasa. Desde hace poco mas de 100 afios se envian a este Valle, aguas
residuales provenientes de la Ciudad de México y zona metropolitana. Son estas mismas las
que han hecho del Valle del Mezquital un paraiso en medio de la aridez. No obstante, el
beneficio de las aguas residuales trae consigo riesgo para la salud ya que contiene
coliformes fecales, cianuros, detergentes, grasas, aceites y metales pesados, en cantidades
que rebasan las normas oficiales. Estos contaminantes pueden tener impacto significativo
en los cultivos irrigados, dada su alta reactividad y como la mayoria son electrofilicos,

tienden a reaccionar con centros nucleofilcos como el DNA induciendo genotoxicidad.

La electroforesis unicelular evalUa el dafio al material genético, particularmente las rupturas
de cadena causado por diferentes agentes fisicos y quimicos. El objetivo de este trabajo fue
determinar mediante electroforesis unicelular si las aguas negras provenientes de la Ciudad
de México causan dafio al DNA de las hortalizas betabel, coliflor y rabano (Beta vulgaris
ssp. vulgaris L, Brassica oleracea L. var. Botrytis y Raphanus sativus L., respectivamente),
irrigadas con éstas. Por lo cual se realiz6 una colecta in situ de hortalizas regadas con aguas
negras (HRAN) en Tlahuelilpan y hortalizas regadas con aguas blancas (HRAB) en

Tezontepec de Aldama especificamente de la estructura foliar de las tres especies.

Para el registro de nacleos se tifieron con bromuro de etidio 0.02 (1mg/ml), con un nimero
de muestra de 150 ndcleos por individuo, se observaron al microscopio de fluorescencia
acoplado al programa de andlisis de imagenes “Comet Assay” IV a 40x. En el analisis
estadistico se tomo en cuenta el momento de la cauda. Se realizé un ANOVA de dos vias y
una prueba de comparacion mdaltiple de Dunnet con un p<0.05. Los resultados de las
pruebas estadisticas mostraron diferencias entre ambos tipos de riego, el dafio al DNA
inducido en las HRAN fue significativamente mayor comparado con el de las HRAB.

Concluyendo, las aguas negras resultaron genotoxicas en las hortalizas evaluadas.



1 INTRODUCCION

La escasez cada vez mayor de las aguas dulces debido al crecimiento demogréfico, a la
urbanizacion y probablemente, a los cambios climaticos, ha dado lugar al uso creciente de
aguas residuales para la agricultura, la acuicultura, la recarga de aguas subterraneas y otras
areas. En algunos casos, las aguas residuales son el Unico recurso hidrico de las
comunidades pobres que subsisten por medio de esta actividad. Si bien la aplicacion de
aguas residuales en los cultivos puede aportar beneficios (como provision de alimentos y
una mejor nutricion), la explotacién no controlada generalmente estd relacionada con
impactos significativos sobre la salud humana. Estos riesgos se pueden minimizar cuando
se implementan buenas practicas de manejo (OMS, 2015). Regar cultivos agricolas con
aguas residuales urbanas se generaliz6 en el siglo XX, en modo particular en los ultimos
tres decenios del siglo, especialmente en las zonas aridas y semiaridas, tanto de los paises
en desarrollo como de los desarrollados. El aprovechamiento controlado de aguas
residuales depuradas y no depuradas para el riego se practica ahora muy comunmente en
Europa, los Estados Unidos, México, Australia, China, la India, el Cercano Oriente. En

menor medida en Chile, Perd, Argentina, Sudan y Sudafrica (Bartone y Arlosoroff, 1987)

El Valle del Mezquital, Hidalgo, es una tierra de contrastes, pues, a pesar de su aridez el
61% de su poblacién, aproximadamente 420 mil habitantes, viven de la agricultura.
Actualmente las aguas residuales generadas por la zona metropolitana del Valle de México
se envian a Hidalgo y se han utilizado para riego agricola en méas de 80 mil hectareas de
cultivos (CONAGUA, 2015) en un lapso de mas de un siglo, desde 1890 (Winpenny et al.,
2013). La presa Endho, vertedero de estas aguas residuales fue construida entre 1947 y
1957, se encuentra entre los municipios de Tula de Allende y Tepetitlan en el estado de
Hidalgo; concentrd en sus inicios el agua dulce del rio Tula, donde representaba un
atractivo turistico. Sin embargo, desde 1975 se mandan a esta presa las aguas negras de la
Ciudad de Mexico. Los principales cultivos en esta area son hortalizas, legumbres y
especias (alfalfa, maiz, avena, trigo, frijol, jitomate, chile y betabel); existiendo una
restriccion para cultivos de lechuga, col, cilantro, rabano, zanahoria, espinacas y perejil
(aunque se cultivan en la actualidad) y que se debe a la regulacion en la reutilizacion de
aguas residuales para la proteccion de la salud (Maples, 1990).
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Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotéxicos y se
clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen: quimicos, fisicos y bioldgicos
(Abrevaya, 2015). Entre los dafios causados por los agentes quimicos a los organismos
expuestos, los efectos genotdxicos han sido de los mas preocupantes, debido a que pueden
causar diferentes problemas de salud y afectar generaciones futuras. Muchos contaminantes
ambientales tienden a ser muy reactivos, la mayoria de ellos son electrofilicos, es decir, son
compuestos que pueden reaccionar con varios centros nucleofilcos de las moléculas
celulares, incluyendo al acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés)
(Veleminsky y Gicher, 1992).

Por otra parte, entre los mas de 200 bioensayos conocidos en la literatura, las plantas
superiores son consideradas como excelentes indicadores de efectos citogenéticos y
mutagénicos de contaminantes ambientales. Estos bioensayos son confiables y muy
sensibles para el monitoreo y evaluacion de agentes genotdxicos (Waters et al., 1990). Los
cambios genéticos inducidos son expresados por varios biomarcadores, los cuales incluyen:
modificaciones estructurales en los cromosomas y en las cromatidas, llamados aberraciones
cromosOmicas; alteraciones de la mitosis y de la meiosis como la inactivacion del huso
acromatico; lo que produce C-mitosis, no disyuncion y otras irregularidades en la
distribucion cromosomica durante la anafase. Esto resulta en células aneuploides y
poliploides; eventos de recombinacion como el entrecruzamiento en células somaticas y los
intercambios de cromaétidas hermanas; esterilidad y letalidad embrionaria, mutaciones en
tejidos somaticos expresadas en hojas y flores; ademas de mutaciones en células germinales

expresadas en granos de polen o en la progenie (Valencia-Quintana et al., 2013).

El ensayo cometa, también conocido como electroforesis unicelular, es una prueba que
evalla el dafio del material genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos en
células individuales (Fekadu et al., 2000). El protocolo de este ensayo ha quedado bien
establecido para detectar el dafio al DNA, sobre todo en las rupturas de cadena sencilla o
doble, tanto en sitios labiles a alcali, asi como los entrecruzamientos DNA-DNA y DNA-

proteinas (Lagroye et al., 2004) teniendo una gran reproducibilidad.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Sitio de estudio

El Valle del Mezquital (Fig. 1), se ubica dentro del limite sudoeste del estado de Hidalgo
(longitud norte 20° 02’ y longitud oeste 99° 15°). Se situa en lo alto de la meseta mexicana,
con una altitud entre 1700 y 2100 metros sobre el nivel del mar (Romero-Alvarez, 1997).
Se delimita al norte por las elevaciones de la sierra de Juarez, la Sierra Gorda y las
barrancas del rio San Juan en el umbral del Bajio queretano; al poniente por las
estribaciones de la Sierra de Pachuca y Tolcayuca, que lo separan de las barrancas de
Meztitlan y de la Cuenca de México; al poniente por la Serrania de las Cruces y
Cuautlalpan y al sur por las elevaciones de Apaxco que separan al valle de la cuenca de la
laguna de Zumpango. Estd conformado entonces, por la cuenca alta del rio Tula-
Moctezuma, donde se incluyen las subcuencas de los rios Actopan, Alfajayucan, Arroyo
Zarco, Rosas, Salado, Tecozautla, Tlautla y Tula, que cubren una superficie de 7,206

kilometros cuadrados (Lo6pez, 1991).

El valle del Mezquital es en realidad una cuenca de origen lacustre que ocupa las
depresiones que se han formado entre el relieve montafioso de la ya mencionada Meseta
Central y que pertenece a la provincia fisiografica denominada Neovolcanica, en su porcion
cercana a la vertiente occidental de la Sierra Madre Oriental. El Valle constituye una de las
partes elevadas de la cuenca del rio Moctezuma que se encuentra drenada por el caudal
permanente del rio Tula, tributario de las aguas que provienen de la cuenca de México
(Segerstrom, 1962; Gonzalez, 1968; Granados-Sanchez et al., 2004).

La litologia estd dada principalmente por caliza del Cretacico Inferior, basalto y brecha
volcanica de naturaleza basica, toba &cida, aluvion y material volcanico-clasico del
Terciario superior. Las formaciones sedimentarias son de gran importancia en la region ya
que constituyen aproximadamente el 60% del area. Las proporciones planas y parte de las
laderas estan constituidas por toba arcillosa y pumicita, asi como por arena y arcilla.
Ademas, las rocas sedimentarias de origen no igneo, que sobresalen en la zona, estan

formadas por caliza y areas pequefias de pizarra (Blazquez, 1938; Hernandez-Silva et al.,
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1994). El paisaje es de tipo semidesértico, extension austral del desierto Chihuahuense, con
clima célido seco y una baja precipitacion pluvial, que ha creado recursos zonificados de
vegetacion y fauna que se caracterizan por el matorral rosetofilo y bosques de mezquite

nopaleras y cardonales (Melville, 1990; Lopez y Bali, 2002).
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Fig. 1. Ubicacion del Valle del Mezquital (Lépez y Bali, 2002)

El municipio de Tlahuelilpan (Fig. 2.) se encuentra ubicado en las coordenadas geogréaficas;
latitud norte de 20° 07" 47°" y en longitud oeste 99°13°43"", a una altura sobre el nivel del
mar de 2,040 metros. Colinda al norte con el municipio de Mixquiahuala; al oriente con el
municipio de Tetepango, al sur con Tlaxcoapan y al poniente con Tezontepec de Aldama,
El suelo que existe es de origen mesozoico, semidesertico, rico en materia organica y
nutrientes, de uso primordialmente agricola (SIIEH?, 2016). La parte mas alta del poblado
de Tlahuelilpan, al suroeste del estado de Hidalgo, es atravesada por el canal principal de
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distribucion del agua residual utilizada para el riego de las parcelas del piedemonte,
Tlamaco-Juandho, mientras que la parte mas baja corresponde al manantial Cerro Colorado
(Prado et al., 2015). Por otra parte, el municipio de Tezontepec de Aldama se encuentra en
las coordenadas geogréficas; latitud norte de 20°11°35” y en longitud oeste 99°16°24°, a
2100 metros sobre el nivel del mar. Colinda al noreste con el municipio de Chapatongo; al
norte con el municipio de Chicuautla, al oriente con los municipios de Mixquiahuala y
Tlahuelilpan, al sur con Tlaxcoapan y Tula de Allende, al poniente con Tepatitlan. El suelo
es de origen mesozoico, semidesertico, rico en materia organica y nutrientes. Su uso es
principalmente agricola en mas de un 70% siguiéndole el de agostadero cercano al 30%. La
flora principalmente de matorral espinoso, con formaciones de tipo sabana, cuenta con
pino, pirul, casuarina, sabino y aguacate. A la orilla de los rios y manantiales se encuentran
mezquites y arboles como durazno, higo, capulin, mora y granada. Asimismo, el municipio
cuenta con tierras de riego del rio Tula, de manantial y algunos cultivos de temporal
(SIEH®, 2016).

LEYENDA DEL MAPA
A

‘

Vg S L ;
| Datos de mapas ©2017 Google, INEGI Imagenes ©2017 , CNES / Airbus, DigitalGlobe, Landsat / Copernicus _Condiciones 1 km L

Fig. 2. Mapa satelital, Valle del Mezquital (presa Endhod) vertedero de aguas negras provenientes de la
Ciudad de México y area metropolitana, distribuye a parcelas con diferentes sembradios. Se sefialan: en color
azul, Tezontepec de Aldama, zona de cultivo de hortalizas regadas con agua de manantial y en color negro,
Tlahuelilpan, zona de cultivo de hortalizas regadas con aguas negras (google maps, 2017).
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2.2 Caracterizacion del agua

Se estima que la tierra contiene 1,352 millones de km® de agua. Sélo el 0.003% es agua
dulce, es decir, agua apta para beber, higiene, agricultura e industria. La mayor parte del
agua dulce se encuentra lejos de la civilizacion o en lugares de dificil acceso para ser
captada para su uso. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura estima que sélo de 9,000 a 14,000 km® se encuentran econdémicamente
disponibles para el uso humano cada afio (FAO, 2006). El agua no solo es esencial para el
consumo humano directo y para los hogares, sino ademas para producir alimentos y
productos manufacturados necesarios para vivir y mejorar los estandares de vida.
(Winpenny et al., 2013). Los principales usos del agua pueden clasificarse de diversas
formas, por ejemplo: el municipal que incluye el doméstico, el comercial, el industrial y
servicios al publico, ademas del que se pierde en el sistema de distribucion llamada agua
“no cuantificada” (Tchobanoglous y Scroeder, 1985) De manera particular en México este
recurso es empleado en el sector agropecuario, abastecimiento publico, urbano y doméstico,
que incluye servicios que toman agua de las redes municipales, en la industria y generacién
de energia eléctrica. Una vez ocupada para cualquiera de estos destinos su calidad se altera
en diferente grado. (CONAGUA, 2010; Jiménez et al., 2010).

El agua, a diferencia de otros recursos naturales, la hay en cantidad fija. Aunado a esto, la
alteracion de su calidad reduce el volumen disponible para el uso y consumo humano, asi
como para el funcionamiento de diversos ecosistemas (Jiménez, et al., 2010). En la
actualidad se integran como componentes de la suciedad de las aguas blancas: 1) Elementos
de la contaminacién atmosférica: depuracion humeda de las lluvias &cidas; 2) Restos de la
actividad humana y asociada: papeles, colillas, excrementos de animales (aves, gatos,
perros) restos de la recogida y evacuacion de basura; 3) Residuos de trafico: aceites, grasas,
hidrocarburos, componentes fendlicos y de plomo; arenas residuos vegetales y biocidas
(insecticidas, herbicidas, abonos) de zonas ajardinadas y 4) Contaminacion aportada por las
aguas de drenaje: aguas salobres, fugas de alcantarillado (Nufiez, 2015).

Para determinar la calidad del agua se emplean tres indicadores: la demanda bioquimica de

oxigeno a cinco dias (DBOs) y la demanda quimica de oxigeno (DBQ) y los solidos
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suspendidos totales (SST). La DBOs y la DQO se utilizan para valorar la cantidad de
materia organica presente en los cuerpos de agua provenientes principalmente de las
descargas de aguas residuales de origen municipal y no municipal. Estos parametros
permiten reconocer gradientes de agua que van desde una condicion relativamente natural o
sin influencia de la actividad humana, hasta indicios o aportaciones importantes de aguas

residuales de tipo doméstico, industrial o mezcla de ambas (CONAGUA, 2010).

2.2.1 Agua de manantial

Los manantiales son aguas subterraneas que debido a la orografia del terreno emergen a la
superficie, generalmente en laderas o llanuras, al encontrar las corrientes capas
impermeables en los suelos por los que discurren (BOE, 1990). Los manantiales estan en
aquellas depresiones o valles en los que el limite superior de la zona saturada alcanza la
superficie topografica. Generalmente, en estos casos, cuando la depresion topografica es un
valle, los manantiales de aguas abajo dan origen a un curso permanente de agua, de modo
que éstos suelen ser subfluviales (Samper, 2014). Se recargan o llenan de agua de forma
natural, por infiltracion del agua de lluvia que cae sobre ellos, de los rios o lagos que los
atraviesan o limitan o del excedente de agua empleada en regar cultivos asentados sobre
ellos (excedente respecto al agua consumida por el propio cultivo y por la evaporacion).
Este volumen de agua que se llama también aportacion, recarga o entrada al acuifero es
variable a lo largo del tiempo, mayor en unas épocas, menor o inexistente en otras
(Custodio y Llamas, 1983).

El agua que se encuentra en la naturaleza no es pura, a través de su paso por el suelo se
carga de minerales que le daran sus caracteristicas peculiares, pero también puede recoger
materia organica, gases o microorganismos (BOE, 1990). Algunos factores que influyen en
la calidad del agua pueden ser: presencia de excretas humanas y/o animales de sangre
caliente, animales vivos en la corriente, rebosamiento de aguas residuales, escurrimientos,
presencia de fisuras, empleo de material inadecuado en la construccion, filtraciones a través
del suelo, maleza, vertederos, impregnacion del suelo por sustancias tdxicas naturales o

procedentes de vertidos de la agricultura o industria. La calidad del terreno tiene enorme
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importancia, ya que los arenosos suelen dar aguas menos contaminadas por procesos de
filtracioén, mientras los arcillosos, al ser impermeables, no producen este efecto y el agua
pasa a traves de las grietas (Fernandez y Pérez, 1989). En numerosos casos (incluso en
algunas grandes ciudades), las aguas residuales de origen urbano se canalizan por redes de
saneamiento en mal estado o inadecuadas; a veces se vierten a los causes o a lagunas de
infiltracion, directamente o a través de acequias de riego o de drenaje. Todas estas vias de
evacuacion pueden provocar la contaminacion de los acuiferos, que ser& mas o menos
intensa en funcion del volumen vertido y su grado de depuracién y dilucion (Sanchez,
1995).

2.2.2 Agua residual

Se define como agua residual al liquido de composicion variable proveniente de usos
municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarios o de cualquier otra indole ya
sea publica o privada y que por tal motivo haya sufrido degradacion en su calidad original
(INB, 2012). Se considera contaminante al exceso de materia o energia (calor) que
provoque dafo a seres humanos, animales, plantas y bienes; o que perturbe las actividades
que se desarrollan con agua, es decir, que limiten su uso en condiciones seguras de salud
para el hombre y el ambiente (Jiménez, 2001). Los contaminantes en las aguas residuales
son habitualmente una mezcla compleja de compuestos organicos e inorganicos.
Normalmente no es ni préctico ni posible obtener un analisis completo (Cabildo-Miranda et
al., 2008), éstas se clasifican en municipales e industriales. Las municipales corresponden a
las que son manejadas en los sistemas de alcantarillado, urbanos y rurales, en tanto que las
industriales son aquellas descargadas directamente a los cuerpos receptores de propiedad
nacional, proceden de los procesamientos realizados en fabricas y establecimientos
industriales (CONAGUA, 2010). La descarga de aguas residuales domésticas, industriales,
agricolas y pecuarias sin tratamiento provoca la contaminacién de los cuerpos de agua
receptores, disminuyendo la calidad de las aguas superficiales y subterraneas, poniendo en

riesgo la salud de la poblacion y la integridad de los ecosistemas (SEMARNAT, 2013).

Uno de los principales problemas sanitarios relativos a la contaminacién ambiental es el

vertido de residuos toxicos al agua. Por ello es importante efectuar investigaciones de los
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riesgos que pueden producir los contaminantes presentes en las aguas residuales sobre los
ecosistemas (Stumpf et al., 1999). Entre éstos se encuentran sustancias que poseen la
capacidad de inducir efectos genotoxicos (Wirgler y Krames, 1992; Ferreira la Rosa et al.,
1999; Pitot y Dragan, 2001; Emmanuel et al., 2005).

Cerca del 75% de los solidos en suspension y del 40% de los solidos filtrables de agua
residual de concentracion media son de naturaleza organica (Grijalvo, 2016). Los
principales contaminantes de descargas municipales son nitrogeno, fosforo, compuestos
organicos, bacterias, coliformes fecales, materia organica, residuos farmacéuticos y
detergentes (Masters, 2008; Jiménez et al., 2010). Ademéas de que contribuyen con una
amplia gama de mutagenos y carcindgenos entre ellos hidrocarburos aromaéticos
policiclicos, nitrosaminas y aminas heterociclicas, todos ellos formados durante la
combustion de materia organica y en alimentos proteicos cocidos a altas temperaturas,
dichos compuestos mutagenicos Yy carcindgenicos llegan a las aguas residuales
especialmente a través de la orina y las heces (Orozco et al,. 2001). Las descargas agricolas
contienen pesticidas, fertilizantes y sales, mientras que las industriales muestran gran
variedad de contaminantes quimicos (Masters y Ela, 2008). Estos pueden ser de varios
tipos: plaguicidas, compuestos organicos de sintesis, disolventes, plastificantes, cosméticos,
productos farmacéuticos, antibidticos, metales pesados y compuestos organometalicos,
incluyendo drogas de abuso (Marin, 2016). La contaminacion quimica inorganica consiste
en aporte de iones, nutrientes, detergentes o metales y productos de desecho de actividades
urbanas y rurales que llegan a los cuerpos de agua. Se les conoce quimicamente como
metales pesados cuando presentan una densidad mayor a 5 g/cm?, ese término se ha
asociado con los metales toxicos como cadmio (Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg), niquel
(Ni), plomo (Pb) y zinc (Zn) (Jiménez et al., 2010).
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2.3 Uso de las aguas residuales en la agricultura

Con frecuencia se desconoce la forma de como se producen los alimentos; sin embargo, las
aguas residuales, a menudo no tratadas, son utilizadas para el riego de un 10% de los
cultivos del mundo (Scott et al., 2004). El crecimiento de las plantas se suele relacionar
frecuentemente con la disponibilidad de nutrientes mas que con las condiciones fisicas del
suelo (Cornejo et al., 2012). La reutilizacion en la agricultura de las aguas residuales (ya
sea tratada o sin tratar) es una opcion que se esta estudiando y adoptando cada vez més en
regiones con escasez de agua. Muchas regiones del mundo estan experimentando crecientes
problemas de déficits hidricos. Debido al crecimiento implacable de la demanda de agua
frente a unos recursos hidricos estaticos o en disminucién y a las periddicas sequias debidas
a factores climaticos (Winpenny et al., 2013). La discusién sobre el uso del agua residual
tiene aspectos sociales, econémicos, politicos y ambientales de gran relevancia. Entre sus
beneficios estan: que se obtengan grandes cosechas en extensiones considerables de tierras
semiaridas e improductivas desde el punto de vista agricola; sus cualidades de fertilizante
agricola hacen posible altos rendimientos por unidad de superficie cultivable; genera
empleo en &reas de alta migracion como son las zonas rurales aridas y su aplicacion
planeada en tierras agricolas evita que se realicen descargas de drenajes en los cuerpos de
agua superficial como rios, con lo que se reduce la contaminacion de este recurso vital,
aungue también existen riesgos para la salud publica y deterioro para la calidad del
ambiente (Cifuentes et al., 1994).

El agua residual se utiliza para este propdsito en alrededor de 50 paises, en 10% de todas
las tierras de riego. La conversién de la agricultura de secano a regadio puede aumentar el
rendimiento de la mayoria de los cultivos entre un 100% a un 400% y permite obtener
distintos cultivos con un mayor valor econdémico. Las especies de climas himedos pueden
cultivarse en areas aridas (Winpenny et al., 2013). Aungue esta practica en gran parte es
oculta y sancionada en un gran numero de paises, muchos agricultores, utilizan las aguas
residuales porque, ademas de los beneficios de su uso, no tienen ningun costo y son
abundantes, aun durante la época de sequias (Scott et al., 2004). La actividad agricola
demanda agua residual por la necesidad de un abastecimiento regular que compense la

escasez del recurso, por causa de la estacionalidad o la distribucion irregular de la oferta de
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otras fuentes de agua a lo largo del afio (Lara y Hernandez, 2003). Adicionalmente, el uso
de aguas residuales presenta beneficios asociados al mejoramiento de la fertilidad de los
suelos agricolas por el aporte de materia organica, macronutrientes (N y P) vy
oligoelementos, como Na y K, permitiendo reducir y en algunos casos eliminar, la
necesidad del uso de fertilizantes quimicos y trayendo beneficios econdmicos al sector
(Medeiros et al., 2005)

La sinergia entre los valles de la Ciudad de México y del Mezquital fue dandose a partir de
la necesidad de drenar los escurrimientos de la cuenca en que se encuentra la ciudad.
Inicialmente, siglos atras, se limitaba a la descarga de agua dulce desde los caudales de
cursos de agua de la ciudad, pero con el tiempo las aguas residuales también pasaron a
formar parte de este caudal. Mediante esto Ultimo, la ciudad ahorraba dinero en cuanto al
costo de tratamiento de las aguas residuales urbanas, al mismo tiempo que los agricultores
se beneficiaban al aplicarla a la tierra (Rios, 2015). Este proceso, denominado atenuacién
natural, se basa en el potencial biodegradativo de suelo/agua, definido por la Agencia de
Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos (U.S. EPA) por la directiva 9200.4-17,
1999, como el conjunto de procesos naturales (fisicos, quimicos y bioldgicos) que se
desarrollan en suelos y aguas subterraneas y que bajo condiciones favorables contribuyen a
la reduccion de la masa, toxicidad, movilidad, volumen o concentracion de los
contaminantes en el medio sin la intervencion humana. Los distritos de riego 03 de Tula
con 51,825 hectéareas irrigadas (HI) y 100 de Alfajayucan, con 40,473 HI (CONAGUA,
2010) (Fig. 3), usan aguas residuales crudas del &rea metropolitana de la Ciudad de México
desde 1912 (Cruz-Campa, 1965). De estas solo algunas reciben tratamiento convencional,
debido al inmenso tamafio del area cultivada y su antigliedad (més de 100 afios en
operacion continua). Es por esto que la region representa un ejemplo Gnico de riego con
aguas residuales. Las aguas residuales, ya sean crudas, parcialmente tratadas o mezcladas
con agua de lluvia, son sumamente valoradas por los agricultores ya que permiten una
mayor productividad (SARH, 1994; Romero-Alvarez, 1997). El agua empleada en los
distritos de riego se aprovecha por gravedad, en que la distribucion es motivada por dicha
fuerza, o por bombeo, cuando la conformacién topografica de la fuente respecto del
aprovechamiento requiere de auxilio electromecénico (CONAGUA, 2010).
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En el Valle del Mezquital los principales cultivos son alfalfa, maiz, trigo, avena, frijol,
jitomate y chile también hay una produccion pequefia pero importante de cultivos
restringidos en la parte inferior del Valle (Distrito 100) que incluye lechuga, repollo,
cilantro, rabano, zanahoria, betabel, espinaca y perejil. Esta restriccion de cultivos forma

parte de la politica de manejo de redso de aguas residuales con medidas preventivas para
salvaguardar la salud (Romero-Alvarez, 1997).

-21-



2.4 Hortalizas

Las hortalizas son un conjunto de plantas cultivadas generalmente en huertas o regadios
que se consumen como alimento, ya sea de forma cruda o cocida. El término hortaliza
incluye a las verduras y a las legumbres verdes. Las principales son: Acelga, ajo, alcachofa,
apio, berenjena, brécoli, calabacin, calabaza, cebolla, champifion, chicharo, col, coliflor,
endibia, escarola, esparrago, espinaca, haba, frijol, lechuga, nabo, papa, pepino, perejil,
pimiento, rabano, tomate y zanahoria (Rozano et al., 2004).

Son elementos basicos en toda canasta basica familiar, la OMS recomienda un consumo de
400 gr/cépita/dia, diversos estudios muestran el impacto potencial del aumento de la ingesta
de frutas y verduras como medida de reduccion de la incidencia de numerosas
enfermedades no transmisibles que provocan aproximadamente 28 millones de muertes

cada afio (Pantoja et al., 2011).

Estas son una fuente fundamental de fibra, vitaminas y minerales en la alimentacion
humana (Saavedra, 2013). Se cultivan y recolectan en una gran variedad de condiciones
climaticas y geogréficas diversas, utilizando distintos insumos y tecnologias agricolas y en
explotaciones agricolas de diferentes dimensiones. Por lo tanto, los peligros bioldgicos,
quimicos y fisicos pueden variar considerablemente de un tipo de produccién a otro (FAO,
2003).

2.4.1 Betabel
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioideae
Género: Beta
Especie B. vulgaris
Subespecie Beta vulgaris ssp. vulgaris
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Betabel o remolacha (Fig. 4), es originaria de las costas europeas y en México se encuentra
como planta ruderal en suelos salinos (CONABIO, 2009), normalmente es una especie
bienal, sin embargo, bajo ciertas condiciones puede actuar como una planta anual (Smith,
1987).

.
R

Fig. 4. Betabel también conocido como remolacha (Ecomallaray, 2012).

En la primera etapa de crecimiento se desarrolla una raiz blanca y carnosa,
prominentemente hinchada en la unién del tallo (Duke, 1983). Tiene una raiz engrosada, de
diferentes tamafios, formas y colores (Sotelo y Velazquez 1995), su madurez es durante el
primer afio (Smith, 1987).

En la segunda temporada de crecimiento, la etapa reproductiva, el tallo de floracion se
alarga (pernos) de la raiz. Este tallo de semillas forma una inflorescencia y aumenta

aproximadamente 1.2 a 1.8 metros de altura (Duke, 1983).

Durante la etapa vegetativa las hojas son glabras con formas cordadas a ovadas y de color
verde oscuro, constituyen una roseta de un tallo subterraneo (Duke, 1983). En la etapa
reproductiva se desarrolla una hoja petiacea en la base del tallo con hojas pequefias, méas
arriba del tallo surgen un menor nimero de hojas pecioladas, finalmente se constituyen
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hojas sésiles. En las axilas de las hojas, los brotes secundarios se desarrollan formando una

serie de racimos indeterminados (Forster et al., 1997).

Las flores son verduzcas, se encuentran en grandes paniculas de espigas mas 0 menos
abiertas, son pequerias, sésiles y se presentan de forma individual o en grupos, producen
una flor perfecta que consiste en un pistilo con tres carpelos rodeado de cinco estambres y
un perianto de cinco sépalos estrechos. Los pétalos estdn ausentes y cada flor esta
subtendida por una esbelta bractea verde debajo del céliz incurvado, el ovario esta hundido
en un disco o hipantio (Smith, 1987; Sotelo y Velazquez, 1995). Las flores llegan a la
antesis 5 a 6 semanas después del inicio del desarrollo reproductivo, la antesis continGa por
un periodo de varias semanas después de la dehiscencia de las anteras maduras.

El ovario integra un grupo que esta incrustado en la base del perianto de la flor. Cada fruta
contiene una sola semilla cuya apariencia varia de redonda a arrifionada. Los ovarios estan
rodeados de un receptaculo comdn de un grupo de flores (Duke, 1983). La semilla de
betabel multigérmica estd compuesta por la agregacion de dos o mas flores (Cooke y Scott,
1993). Los frutos son agregados, constituidos por la union de 2 o mas flores, creciendo
conjuntamente en sus bases y moldeando un cuerpo seco muy irregular (Sotelo y Velazquez
1995).

Cada semilla esta cubierta por una testa dura formada por el alargamiento del disco y del
caliz (Sotelo y Veladzquez 1995) que se desarrolla durante el segundo afio, para su
produccion se requiere un periodo de hibernacion de temperaturas frias de 4 a 7 °C
(vernalizacion) para que la raiz se frene en la préxima temporada de crecimiento y se inicie

la etapa reproductiva (Smith, 1987).
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2.4.2 Coliflor

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:
Especie
Subespecie

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Brassicales

Brassicaceae

Brassica

B. Oleracea

Brassica oleracea L. var. Botrytis

La Coliflor (Fig. 5) se caracteriza fundamentalmente por su corazén o su cogollo formado

por una inflorescencia constituida por numerosas flores no desarrolladas que se unen

alrededor de un eje central (Vigliola, 1996; Pinto, 2013). Presenta un bajo contenido en

calorias, el cual depende de la variedad empleada y de las condiciones de cultivo. Sin

embargo, son ricas en minerales y presentan elevados contenidos en glucosinolatos,

especialmente isotiocianato de alilo y butilo y/o vinil-tio-oxalina (Rozano et al., 2004).

Fig. 5. Coliflor, tomado de (Laserma, 2015).
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La raiz se encuentra a una profundidad de 30 a 50 cm, es pivotante y con ramificaciones,
puede llegar a crecer hasta 80 cm de profundidad, lo que explica su relativa resistencia a la
sequia (Valadez, 1996) con zona de radiculas amplia que le permite un buen anclaje y alta
capacidad de absorcion de agua y nutrientes. Se adapta a casi cualquier tipo de suelo, pero
como todos los vegetales, prefiere suelos no muy ligeros, uniformes, profundos con buen

drenaje y con un pH de 6 a 7.5 (Vigliola, 1996).

Posee tallos cortos, carnosos y gruesos que emergen de axilas foliares formando
inflorescencias, generalmente una central de mayor tamarfio y otras laterales (Pinto, 2013).
Posee un tejido medular que experimenta un fuerte crecimiento primario en grosor al

crecimiento en longitud (Seymour, 1997).

Los colores de las hojas de coliflor van desde verde azulado, al verde oscuro, su forma
puede ser lanceolada o redondeada segln las variedades, a veces aparecen algunas con los
bordes de limbo brisado (Zapata, 2008) y festoneadas con un largo peciolo, con los nervios

marcados especialmente en el envés y cubierta de cera (Pinto, 2013).

Las flores son amarillas blanquecinas, se agrupan en racimos formados a partir del tallo
principal y de sus ramificaciones durante la diferenciacion floral se desarrolla
sucesivamente 4 sépalos erectos sin estambres, 2 carpelos y 4 pétalos disponiéndose sobre

los pedicelos a lo largo del pedunculo de la inflorescencia (Seymour, 1997).

El fruto corresponde a una silicua dehiscente y glabra de color amarillento de 7 a 10 cm de

largo x 4 a 5 cm de ancho, contiene 20 semillas por I6culo (Pinto, 2013).

Las semillas son redondeadas 2 mm de didmetro, de color negro o rojizo (Aucancela y
Apugllon, 2013).
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2.4.3 Rabano

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Brassicales
Brassicaceae
Raphanus

Raphanus sativus L.

El rdbano (Fig. 6.) es una hortaliza de raiz, el origen de los rabanos es incierto pero parece

ser que las variedades de rabanos de pequefio tamafio se originaron en la region

mediterranea, mientras que los grandes rabanos pudieron originarse en Japon o China. Son

plantas anuales o bienales. Cumple con todas las caracteristicas de un buen bioindicador,

aungue es una planta mayormente conocida por su importancia econémica (Kostka-Rick y

Manning, 1993).

Fig.6. Raphanus sativus L. (ASOCAE, 2017).
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Raiz carnosa, pivotante profunda (CONABIO, 2009), ligeramente alargada, pequefia o
gruesa, rosada, roja 0 negruzca segun las variedades (Garcia, 1992), presenta escaso
crecimiento radicular, pueden encontrarse a una profundidad de 5 a 25 cm durante la etapa
del desarrollo vegetativo, las raices tuberosas se crecen a partir de la parte superior de la

raiz y del hipocotilo (Laserma et al., 2015).

Durante la etapa vegetativa, el tallo puede ser corto, con hojas que forman roseta o corona;
Ilega a medir entre 80 y 120 cm de altura. Puede ser cilindrico o anguloso, de color verde y

pubescente (Laserma et al., 2015). Liso y glabro o algo hispido, ampliamente ramificado.

Las hojas son imparapinadas, de peciolo largo y ovalado, de borde dentado y apice mas
grande (CONABIO, 2009), finamente pubescentes con bordes irregulares dentados. Hojas
de la roseta hasta 24 cm de largo por 12 cm de ancho, largamente espatuladas u oblondas,
pinnatifidas hasta pinnatisectas, presentan un lobulo terminal grande y ancho, lébulos
laterales mas pequefios ovados u oblongos; hojas caulinares enteras, lanceoladas (Laserma
etal., 2015).

Inflorescencia en racimo terminal, flores de 2 a 2.2 cm de diametro, con pétalos de 11 a 20
mm de largo, violaceos a rosados a blancos, con nervaduras conspicuas de color mas
oscuro, luego de la fecundacion los pétalos pierden su color torndndose casi blancos
(CONABIO, 2009)

Silicuas indehiscentes, glabras, gruesas, con varias nervaduras longitudinales, carnosas,
cilindrico-lanceoladas u oblongo.conicas, no presentan contracciones transversales o muy
ligeras entre semillas, atenuadas ligeramente hacia el apice, de 3 a 8 cm de largo por 5 a 10
mm de diametro, con 2 a tres semillas por fruto (CONABIO, 2009).

Semillas globosas, opacas, rojizo u ocraceas a café rojizas, finamente reticuladas, de
aproximadamente 3 a 3.3 mm de didmetro (CONABIO, 2009). Si se respetan las
condiciones de almacenamiento pueden tener una viabilidad por 3 6 4 afios (Laserma et al.,
2015).
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2.5 Sistemas bioldgicos de prueba

Las herramientas comunmente utilizadas para evaluar la contaminacion en aguas residuales
se basan en andlisis fisicoquimicos como pH, oxigeno disuelto, demanda bioldgica de
oxigeno, demanda quimica de oxigeno, carbono organico total y solidos en suspension
(Tothill y Turner, 1996; Parvez et al., 2006; Wang et al., 2007), sin embargo, no reflejan
los efectos bioldgicos que la contaminacion puede causar en animales, plantas y seres
humanos. Por lo que los ensayos bioldgicos son una buena alternativa para evaluar tales
efectos (Movahedian et al., 2005; Bayo et al., 2009).

Los ensayos bioldgicos o bioensayos son herramientas de diagnostico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo
condiciones experimentales especificas y controladas (Dias-Baes, 2004). A estos
organismos se les denomina sistemas bioldgicos de prueba, los cuales presentan alguna
respuesta a niveles peligrosos de cualquier sustancia 0 mezcla compleja de agentes toxicos

presentes.

A la fecha no existen herramientas analiticas ni instrumentales para medir toxicidad. Es
solo mediante el uso de organismos vivos que se puede estimar los efectos de los
contaminantes en los sistemas bioldgicos (Zakrzewski, 1991; Newman y Jagoe, 1996). En
los Gltimos 20-25 afios se han desarrollado méas de 200 bioensayos a corto plazo que
utilizan como sistemas bioldgicos de prueba a microorganismos, insectos y plantas, con el
fin de ayudar a la identificacion de agentes que presentan riesgos genéticos para el ser
humano (Waters et al., 1988). Ademas, estos bioensayos pueden auxiliar en la evaluacion
de los efectos a la salud y ecoldgicos de millares de sustancias toxicas que son introducidas
por varias vias en el ambiente y permiten su aplicacién en programas de monitoreo en la
evaluacion de la toxicidad (CETESB, 1991).
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La eleccion de un sistema bioldgico de prueba adecuado para un bioensayo depende del
efecto que se desea evaluar y de las caracteristicas del organismo. En las ultimas décadas,
se han desarrollado bioensayos rapidos con el empleo de plantas en la evaluacion de
sustancias toxicas y muestras ambientales (Reynaldo et al., 2000). Los cuales estan siendo
considerados, de manera creciente, para el diagnostico eco toxicoldgico, ya que constituyen
una excelente herramienta en la evaluacion de riesgo ambiental. Estos ensayos representan
una metodologia ventajosa al brindar informacién acerca de alguna sustancia que resulte
toxica en el medio, es decir algun agente que pueda producir un efecto adverso en el
sistema bioldgico, dafiar su estructura o funcién, o producir la muerte (Paggi y de Paggi,
2000).

Los ensayos biologicos permiten determinar la toxicidad de agentes fisicos y quimicos
sobre los organismos de prueba, bajo condiciones experimentales especificas y controladas.
La toxicidad o capacidad de una sustancia de generar un efecto nocivo en un organismo
vivo, estard condicionada a sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como a la concentracion,
frecuencia y tiempo de exposicion (aguda, subcrénica, cronica). Los efectos adversos en un
individuo pueden ser tanto de inhibicion como de incremento, generando desde la muerte
de un individuo o produciendo gran diversidad de respuestas a distintos niveles de la
organizacion bioldgica. Que van desde alteraciones bioquimicas y celulares, incluyendo
genotoxicidad y disrupciones endocrinas, alteraciones a nivel morfoldgico y fisioldgico,
efectos en el crecimiento, ademas de alteraciones en parametros poblacionales (Dutka,
1989; Boutin et al., 1993).

Los bioensayos en plantas son pruebas importantes que ayudan a detectar la contaminacion
genotoxica en el ambiente. Las plantas usadas como sistemas de prueba pueden
proporcionar informacion sobre una amplia gama de dafios genéticos, incluidas mutaciones
genéticas y aberraciones cromosomicas. La evaluacion de genotoxicidad en raices de
plantas como Vicia faba, Nicotiana tabacum y Allium cepa, se han llevado a cabo
ampliamente. Durante la Gltima década, el ensayo cometa en plantas se ha aplicado
extensivamente para detectar dafios en el ADN que surgen debido a la radiacién quimica y

metales pesados en suelos contaminados (Bajpayee et al., 2016).
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2.6 Las plantas como monitores de contaminacidén ambiental

Aunque las mediciones de contaminantes por métodos fisicoquimicos son importantes, no
permiten obtener conclusiones sobre los efectos que las concentraciones de contaminantes
tienen sobre los seres vivos. Para ello, se utilizan los llamados bioindicadores, que
complementan a los citados métodos fisicoquimicos y aportan informacion sobre los

efectos de la contaminacion sobre los organismos (Klumpp et al., 2004).

Los ensayos con plantas son unicos en el sentido de que pueden emplearse para evaluar la
genotoxicidad de los agentes en un amplio rango de condiciones ambientales que incluyen
monitoreo in situ (Sandhu y Lower, 1989). Las plantas tienen una relacion muy estrecha
con su entorno: mientras que los animales y el hombre pueden movilizarse para buscar
condiciones favorables para su supervivencia, las plantas se hallan sujetas a un sustrato y
espacio determinado cuyos cambios las afectan directamente (Barceld y Poschenrieder,
1989), son base de la cadena alimenticia y muy sensibles a las variaciones del medio.
También reaccionan mas rapido ante la presencia de contaminantes que otros organismos,
lo que las convierte en elementos idoneos para el monitoreo de la contaminacién (Dutka,
1989; Ferrat et al., 2003; Gianazza et al., 2007). Tienen la ventaja de poner en evidencia
signos tempranos del dafio causado por el contaminante y, por tanto, pueden ser utilizados
como sefiales de alarma anticipada de la presencia de contaminantes quimicos (Livingstone,
1993; Melacon, 1995; Reyes, 1999; Ferrat et al., 2003; Bozo et al., 2007).

Las plantas vasculares han sido recomendadas por la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) y por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) ambas de EUA, debido a su
alta sensibilidad, en comparacién con otras especies de plantas terrestres (Wang, 1991).
Como parte integral del ecosistema, son ampliamente empleadas por ser organismos
eucaridticos y por lo tanto comparables a la mayoria de las especies de flora y fauna
(Fiskesjo, 1993), han sido utilizadas para la diagnosis y/o prediccion de las consecuencias
negativas de las actividades antropogénicas (Pernia, 2008). Son buenos bioindicadores
porque juegan un papel importante en la transferencia de la cadena alimenticia, son faciles
de cultivar y adaptables al estrés ambiental ademas reflejan dafio toxico en otros

organismos, como los animales (Minissi y Lombi, 1997).
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El uso de plantas en los bioensayos tiene ventajas sobre el empleo de otros modelos

bioldgicos, en la evaluacion y monitoreo de contaminacion ambiental, estas ventajas se

enlistan a continuacién de acuerdo a Grant (1993)

1.

10.

11.

12.

13.

Las plantas superiores son eucariotas, tienen cromosomas con una estructura similar
a los del ser humano. Sufren mitosis y meiosis ademas de mutaciones. Es posible
estudiar efectos en células germinales comparables a los animales.

Son féciles de cultivar y poco costosas para trabajar.

Algunas tienen tiempos de generacion cortos (Arabidopsis).

Los ensayos pueden ser llevados a cabo bajo un amplio rango de condiciones
ambientales, de pH y temperatura. Las plantas superiores pueden ser regeneradas a
partir de células individuales haploides y diploides.

Los ensayos genéticos en plantas superiores pueden ser usados para evaluar la
genotoxicidad de compuestos quimicos solos o de mezclas complejas.

Existe un amplio rango de biomarcadores genéticos. Alteraciones citoldgicas y
mutaciones, en plantas completas, hojas, embriones, polen, etc.

Pueden ser utilizados para el monitoreo in situ de contaminantes mutagénicos.

Son muy confiables, han demostrado su utilidad en mutagénesis.

Estan disponibles evaluaciones de genotoxicidad para diferentes compuestos
quimicos asi que pueden hacerse comparaciones entre distintos ensayos.

Estudios han mostrado correlacion positiva con ensayos citogenéticos en
mamiferos.

Pueden ser combinadas con ensayos microbianos para detectar intermediarios
metabolitos mutagénicos (promutagenos).

Son muy sensibles (pocos falsos negativos) en la prediccion de carcinogenicidad de
agentes evaluados.

Se pueden monitorear cientos de loci genéticos.
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2.7 Electroforesis de células individuales

La electroforesis alcalina de células individuales embebidas en microgel, mejor conocido
como ensayo cometa, es un método Optimo para detectar dafio genotoxico en diversos
organismos. Puede ser capaz de detectar muchas clases de dafio en una gran variedad de
células en un amplio rango de organismos, ya que proporciona datos a nivel de células
individuales al ser sensible rapido y rentable (Tice et al., 1995). Ademas, el ensayo es
utilizado para detectar el dafio acumulado que producen en el DNA una serie de agentes
contaminantes denominados genotoxicos (Rajaguru et al., 2003; Andrade et al., 2004;
Egito et al., 2010; Liman et al., 2011; Mohaty et al., 2011; Zhang et al., 2011). Este ensayo
se aplica a cualquier tipo celular, eucariota, para medir rupturas de cadena sencilla y de
cadena doble de DNA ademaés de sitios labiles a alcali, también es considerado como un

ensayo indicador para detectar lesiones premutagénicas (Hartmann et al., 2003).

Ostling y Johanson (1984) fueron los primeros en desarrollar la técnica de electroforesis en
microgel para visualizar directamente el dafio al DNA en los ndcleos de células
individuales. En esta técnica las células embebidas en agarosa se colocaron en un
portaobjetos, se lisaron con detergentes y altas concentraciones de sal, posteriormente el
DNA libre se sometidé a una electroforesis en condiciones neutras. Afios después en 1988,
Singh y colaboradores desarrollaron una mejora significativa de estos ensayos, realizando
la electroforesis bajo condiciones alcalinas.

El ensayo cometa se basa en el hecho de que el DNA en condiciones normales se encuentra
enrollado en el ndcleo, mientras que al estar dafiado o roto y ser sometido a un campo
electromagnético, éste migrara mas que un DNA sin dafio. En condiciones alcalinas (pH
mayor a 13) la técnica es capaz de evidenciar rompimientos de una sola hebra, sitios
retardados de reparacion vy sitos alcali labiles; mientras que a un pH neutro, la técnica es
capaz de evidenciar rompimientos de doble hebra en el ADN (Rojas, et al., 1999; Corona et
al., 2008). Debido a su capacidad de relajar el stper enrollamiento del DNA, las rupturas
del DNA permiten que éste migre fuera del nucleo bajo la influencia de un campo eléctrico.
De esta forma se crea una imagen similar a un cometa con cola (Albertini et al., 2000; Tice

et al., 2000; Hartmann et al., 2004; Collins, 2011).
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La lisis con detergentes y altas concentraciones de sales a pH 10 elimina el contenido de la
célula excepto el material nuclear. EI DNA permanece stper enrollado en presencia de
proteinas no histonas, pero cuando ésta se coloca en solucion alcalina, comienza a
desenrollarse en los sitios de la ruptura de la hebra. Las células con méas dafio en el DNA
muestran mayor migracion de este desde el ndcleo hacia el &nodo bajo una corriente

eléctrica, dando la apariencia de la cola de un cometa (Rojas et al., 1999).

Las ventajas relativas del uso del ensayo cometa sobre la prueba convencional de
aberraciones cromosomicas, micronucleos e intercambio de cromatidas hermanas son que
el primero es muy sensible para detectar niveles bajos de dafio en el DNA, el requerimiento
de un pequefio numero de células o muestra de nucleos, su flexibilidad, bajo costo, facil

aplicacion y corto tiempo para completar su estudio (Tice et al., 2000).

Una aplicacion atil de la version alcalina del ensayo cometa es en el area de la
genotoxicologia, un gran nimero de investigadores han usado esta version para evaluar in
vivo 0 in vitro genotoxicidad de varios productos quimicos. La variedad de células
normales y transformadas incluidas las humanas, animales y de plantas han sido empleadas

para estudios in vitro (Rojas et al., 1999).

Los protocolos del ensayo cometa para plantas y animales difieren debido a la presencia de
la pared celular de la planta formada por celulosa, mientras que las células animales pueden
aislarse mediante lisis con altas concentraciones de sal y detergentes, que generan
estructuras similares a los nucleos (nucleoides) con supuesta pérdida de proteinas histonas
protectoras y componentes nucleares no asociados con el DNA. Los nucleos de las plantas
no pueden tratarse de esta manera, deben aislarse mediante la formacién de protoplastos o

de manera mecanica (Moller, 2005; Gichner et al., 2016).

En la metodologia para la formacion de protoplastos (es decir, células de plantas con pared
celular eliminada) se utilizan enzimas tales como celulasa y pectinasa, la pared celular de la
planta se digiere y los protoplastos se suspenden en agarosa sobre portaobjetos,

posteriormente estas laminillas se sumergen en una solucion de lisis (Sun et al., 1999; Zhou
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et al.,1999; Lesniewska et al., 2000; Hao et al., 2004; Abas et al., 2007; Jiang et al., 2007).
El aislamiento de los nucleos a través de protoplastos es costoso, consume tiempo v,
actualmente se usa rara vez. Ademas de que no se recomienda para estudios de toxicidad
(Gichner et al., 2016).

De manera mecanica los nlcleos de una suspension de células vegetales se pueden aislar
agitando suavemente 400 mg de células en 100 mg de arena de mar lavada y 500 pL de
amortiguador salino de fosfatos 0.4 M, pH=10, frio, en un tubo de microcentrifuga Despues
de que la arena se deposita en el fondo del tubo la mezcla se pasa por un filtro de 53 pum.
Los ndcleos pasan a través del filtro y se recogen en un microtubo sobre hielo (Stavreva et
al., 1998; Stavreva y Gichner, 2002).

Los nucleos de hoja o raiz también se pueden aislar cortando suavemente un pequefio trozo
de hoja o raiz con una navaja de bisturi nueva. Este procedimiento se realiza en hielo en
una caja Petri con 320 pL de amortiguador 0.4 M Tris-HCI, pH=7. La pared celular se
rompe mecanicamente con los cortes por lo que los nucleos quedan libres. La caja Petri se
mantiene inclinada en hielo para que los nucleos aislados se acumulen por gravedad en el
fondo (Gichner et al., 2016).
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3 JUSTIFICACION

Una de las practicas mas comunes de disposicion final de las aguas residuales domésticas
ha sido el empleo directo sin tratamiento en los cuerpos de agua superficiales y en el suelo
(Mara, 1996). El Valle del Mezquital es una zona &rida donde gracias a las aguas negras de
la Ciudad de México se ha dado paso al cultivo de alfalfa, maiz, cebada, trigo, sorgo, avena
y hortalizas (Miranda y Mejia, 2004). Sin embargo, estas aguas ademas de materia organica
llevan también gran cantidad de contaminantes emergentes, metales pesados entre otros
compuestos tdxicos que constituyen un riesgo para la salud, tanto de los agricultores como
de los consumidores de productos agricolas (Romero-Alvarez, 1997; Arbelaez, 2015).
Muchos de estos contaminantes no pueden ser degradados o destruidos facilmente de forma
natural o bioldgica ya que no tienen funciones metabdlicas especificas en los seres vivos
(Abollino et al., 2002). Estos agentes son causantes de dafio genotdxico en células
eucariotas. Por tales razones se justifica realizar una evaluacion genotdxica de las hortalizas
irrigadas con estas aguas, utilizando el ensayo cometa, para probar si los contaminantes de
la presa afectan a las hortalizas no solo haciéndolas portadoras de enfermedades, sino

también dafiando su material genético.
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4 OBJETIVO

Determinar mediante electroforesis unicelular alcalina, si las aguas negras provenientes de
la Ciudad de México tienen efecto genotdxico sobre el DNA foliar de las hortalizas: Beta
vulgaris ssp. vulgaris L., Brassica oleracea L. y Raphanus sativus L. (betabel, coliflor y
rdbano, respectivamente) irrigadas con aquellas en la localidad de Tlahuelipan Hidalgo,
usando como testigo las mismas hortalizas, con riego de agua de manantial en la localidad
de Tezontepec de Aldama, Hidalgo. Ambas localidades pertenecientes al Valle del

Mezquital.
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5 HIPOTESIS

Dado que las aguas residuales de la Ciudad de México contienen altos niveles de
contaminantes genotoxicos, se espera encontrar dafio al DNA en las hortalizas: betabel,

coliflor y rabano irrigadas con éstas, usando el ensayo cometa o electroforesis unicelular.

-38-



6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestreo

La colecta de las hortalizas se realizd en parcelas de dos comunidades diferentes
pertenecientes al Valle del Mezquital, Hidalgo: Tlahuelilpan, riego por inundacién de aguas
negras (Fig.7) y Tezontepec de Aldama, riego por inundacion de aguas blancas (Fig.8). Se
colectaron 5 ejemplares sanos de Beta vulgaris ssp. vulgaris L. (betabel, ubicado en las
coordenadas 20.12"54'8 -99.24 "07'3 riego con aguas negras y 20.19"63'5 -99.28"08'2 riego
con aguas blancas), Brassica oleracea var. Botrys L. (Coliflor localizada en 20.12"61'8 -
99.24 "19'8 riego con aguas blancas y 20.19"60'3 -99.28 "15'6 riego con aguas negras) y
Raphanus raphanistrum ssp. sativus (rdbano en las coordenadas 20.12"65'1 -99.24 "13'6
riego con aguas blancas y 20.19"76'6 -99.28 "02'9 riego con aguas negras) por cada
localidad (Fig. 9). Cada planta se coloc6 en una maceta con la tierra en la que se
encontraba plantada, se trasladaron al Centro de Ciencias de la Atmosfera. Debido al estrés

que sufren las plantas al ser trasplantadas a las macetas, se les dejo reposar dos dias en las

macetas para su aclimatacion.

Fig. 7. Riego por inundacion de aguas negras en Tlahuelilpan.
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Fig. 9. Colecta del material biolégico.

6.2 Ensayo cometa

6.2.1 Preparativos previos

Antes de realizar cada ensayo se cubrieron portaobjetos esmerilados con 50 pL de agarosa
de punto de fusion normal al 1% disuelta y fundida en agua desionizada. Tres portaobjetos
por cada planta. Se prepararon las soluciones; de lisis a pH 10 (NaCl 2.5 mM, EDTA 100
mM, Tris 10 mM, NaOH 10 mM, DMSO 10% y Tritén X-100 al 1%), de electroforesis a
pH <13 (NaOH 10 mM, EDTA 200 mM), Tris a pH 7.5 (Tris 0.4 mM), amortiguador salino
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de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline) a pH= 7.4. Se
disolvieron en agua desionizada y se guardaron a 4°C para mantenerlas sin alteraciones. Se
prepararon agarosas con punto de fusion bajo al 1% y al 0.5% disueltas en PBS. También
se cortd la punta de la micropipeta con el fin de proporcionar orificios en los que las células
pasaran sin ninguna dificultad. Se colocaron en tubos eppendorf 50 uL de agarosa de punto

de fusion bajo al 1%.

Una vez que las plantas pasaron el tiempo de adecuacion, se seleccionaron tres hojas sanas
de cada individuo con riego de aguas negras y con riego de aguas blancas por cada
hortaliza; betabel, coliflor y rabano, se lavaron cuidadosamente con agua destilada, se
dejaron secar y se sumergieron en PBS. A partir de ese momento todo el ensayo se realiz6

en oscuridad.

6.2.2 Aislamiento de nucleos

Con ayuda de un bisturi se realizaron de 15 a 20 cortes finos perpendiculares a la vena
media de cada hoja, en cajas Petri con 500 pL de PBS frio, colocadas sobre placas de hielo.
Estos cortes permiten la liberacion de las células que se precipitan al fondo de la caja Petri
al dejarlas reposar durante 10 minutos. Se tomaron 50 pL de la suspension y se mezclaron
cuidadosamente en un tubo eppendorf con 50 pL de agarosa de punto de fusién bajo al 1%;
se tomaron 80 pL de la mezcla, se gotearon en un cubreobjetos y se coloco el portaobjetos
previamente cubierto con agarosa sin permitir la formacion de burbujas. Una vez adherido
se coloco sobre una placa fria hasta que la agarosa tomo una consistencia solida.
Posteriormente se retird cuidadosamente el cubreobjetos y se repitié el procedimiento para
agregar una tercera capa con 80puL de agarosa de punto de fusion bajo al 0.5%, (Fig. 10). Se
Repitio el proceso, a partir de la toma de suspension de células, dos veces mas para obtener

tres muestras embebidas en agarosa, por cada planta.
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Fig. 10. Aislamiento de nlcleos.

6.2.3 Lisis

Con sumo cuidado se quitd el cubreobjetos. Las laminillas se colocaron en una caja con
fondo plano en la cual se vertié la solucion de lisis (Fig. 8), con la finalidad de que la
solucién inundara todas las laminillas se coloc6 una bolsa de plastico sobre ellas que por
capilaridad cubri6 homogéneamente con la solucion a las muestras, se colocé la tapa y se
dejoé incubar al menos 1 hora (Fig.11). La solucion de lisis a pH=10 por su alta
concentracion de sales y detergentes lisa las membranas celulares dejando expuesto el
nucleo. Al concluir la lisis se retird la solucién, se escurrieron los portaobjetos y seco la

parte posterior del portaobjetos con papel absorbente.

Fig. 11. Laminillas con muestras en lisis.
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6.2.4 Pre-electroforesis y electroforesis

Las laminillas se colocaron horizontalmente en una camara de electroforesis con la parte
esmerilada orientada hacia el catodo, se incubd durante 20 minutos en el amortiguador de
electroforesis pH <13. Este paso permite que la agarosa quede libre de la solucion de lisis y
que debido a la alta alcalinidad los puentes de hidrogeno se rompan entre los pares de bases
de la doble hélice del DNA, ocasionando un desenrollamiento de la hebra. Finalizado el
tiempo de incubacion, la electroforesis corrié a 25 V' y 300 mA, durante 20 minutos a 4 °C.
Los fragmentos de DNA, al tener carga positiva dada por los grupos fosfato son atraidos

hacia el polo positivo y migran hacia el anodo.

Al terminar la electroforesis las preparaciones se neutralizaron sumergiéndolas en una caja
con fondo plano horizontales con Tris pH=7.5 durante 5 minutos (tres veces).
Posteriormente, se fijaron con etanol al 100% frio, en cajas copling verticales, durante 15

minutos y se dejaron secar al aire (Fig. 12).

Fig. 12. Electroforesis, lavado de laminillas con Tris y fijacion de estas en etanol.
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6.2.5 Tincién y observacion

La tincion se realizé con 50 pL de bromuro de etidio (Img/ml). Las laminillas tefiidas se
colocaron en un recipiente oscuro, con toallas de papel previamente humedecidas con agua
filtrada. Fueron observadas en el microscopio de fluorescencia Axiostar Plus (Zeiss) cuyo
filtro de excitacion es de 515-560 nm vy filtro barrera de 590 nm, acoplado al programa de
analisis de imagenes “Comet Assay 1V”. Con un objetivo de 40x se contaron al azar 50

nucleos por cada laminilla haciendo un total de 150 nucleos por muestra (Fig. 13). Las

laminillas fueron reetiquetadas para evitar prejuicio del observador.

Fig. 13. Tincién con bromuro de etidio, observacion en microscopio de fluorescencia y cometas a 40x.

6.3 Analisis estadistico

Se tomé en cuenta el momento de la cauda ya que combina la longitud y la intensidad de la
cauda, cabe mencionar que los valores que da el programa “Comet Assay IV” son unidades
arbitrarias (UA), de este modo se obtiene un valor mas acertado de las rupturas que
presenta cada nucleo. Se calcularon la media, error estandar y se realizd un anélisis de
varianza (ANOVA) de 2 vias con una p<0.05, ya que se tomaron en cuenta dos variables:
las tres especies de hortaliza (betabel coliflor y rabano) y la exposicion de las plantas, aguas
negras y aguas blancas. A su vez se realizo una prueba de comparacion maltiple de Dunnet

con una p<0.05.
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7 RESULTADOS

Fig. 14. Ncleos de betabel 14a y 14b; coliflor 14c y 14d; y rdbano 14e y 14f, en el programa de analisis de

imagen Comet assay IV a 40X. 14a, 14c y 14e corresponden a riego con aguas de manantial ;14b, 14d y 14f a

riego con aguas negras, N=150 nlcleos analizados.
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En la Fig. 14, se muestran imagenes de los nucleos de las hortalizas estudiadas, generadas

por el programa Comet Assay IV. En las Figs.14a, 14c, 14e se encuentran los nucleos de las

plantas cultivadas con riego de aguas blancas, en las Figs. 14b, 14d, 14f se muestran las

cultivadas con riego de aguas negras, las imagenes 14a y 14b; 14c y 14d; 14e y 10f

corresponden a betabel, coliflor y rabano, respectivamente. En estas imagenes se aprecia la

migracion del DNA fragmentado.

En la tabla 1 se muestra el promedio del momento de la cauda de 150 nucleos

representativos del total de la poblacion muestreada.

Tabla 1. Dafio al DNA inducido por aguas negras en hortalizas del Valle del Mezquital.

Momento de la cauda Momento de la cauda Aguas
Aguas Blancas Negras
Media + EE Media + EE
Betabel 388 +0.45 21.69 +0.76 ****
Coliflor 554 £0.33 28.90 £ 0.33****
Rabano 19.16 +0.70 33.67 £ 1.13****
40 - *kkk

m [ Riego con aguas blancas

E Bl Riego con aguas negras
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Fig. 15. Dafio al DNA inducido por aguas negras en hortalizas del Valle del Mezquital. (Prueba Dunnet de
comparacion multiple entre las dos variables de riego *p<0.05 significativo).
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La Fig. 15 muestra el promedio del momento de la cauda + error estandar, de las variables
HRAB y HRAN, estudiadas. Cada planta reaccioné de manera diferente al tipo de riego en
la que creci6. En el caso del betabel el agua residual resulto ser 5.5 veces méas genotdxico
que el riego con agua de manantial, en la coliflor fue 5.2 veces mas genotoxico y en rabano

el agua residual causo 1.7 veces mas dafio en comparacion con el agua blanca.

La sensibilidad de las especies es variada. La prueba de comparacion multiple de Dunnet
indico que el betabel y la coliflor no presentan una diferencia significativa entre los
testigos, sin embargo, si se present0 con el testigo de betabel, esto muestra que es mas
susceptible al dafio del DNA por los contaminantes presentes en el agua, al manifestar un

momento de la cauda elevado ain en agua de manantial.
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8 DISCUSION

Con base en estudios publicados se tiene un registro de los contaminantes que se han
encontrado en aguas residuales en la region del Mezquital, en las mismas, destacan los
metales pesados. En este trabajo no se determinaron los compuestos quimicos presentes en
las aguas negras, sin embargo Vasquez-Alarcén et al. (2005) mencionan a los metales
pesados entre las principales sustancias que se incorporan al suelo via agua residual, los
cuales pueden participar en diversos procesos como la incorporacion al ciclo del agua,
principalmente en la fase relacionada con el suelo y el agua subterrénea; también pueden
acumularse en el suelo con diversos grados de biodisponibilidad o en el tejido vegetal

debido a su absorcion por las plantas.

Ademas de los contaminantes microbianos en las aguas residuales, los contaminantes
quimicos también pueden provenir de: sales inorganicas, nutrientes, metales pesados en
materia organica, detergentes, oligo contaminantes, plaguicidas, subproductos de la
coloracion como N-nitroso-dimetilamina, cloroformo y sustancias que perturban el sistema
endocrino, ademas de productos farmacéuticos. Las aguas de riego con alto contenido
salino pueden degradar de manera severa los suelos, asi como también las altas
concentraciones de boro (>0.4 mg/l), con efectos toxicos sobre las plantas (Winpenny et al.,
2013). El Cdédigo Internacional Recomendado de Préacticas-Principios Generales de Higiene
de los Alimentos define que los insumos agricolas no deberan contener contaminantes
microbianos o quimicos, en cantidades que puedan menoscabar a la inocuidad de las frutas
y hortalizas frescas, teniendo en cuenta las directrices de la OMS sobre el uso seguro de

aguas residuales y excretas en la agricultura y la acuicultura cuando proceda (FAO, 1997).

En lugares donde se ha venido utilizando aguas residuales para el riego agricola, se reporta
una tendencia creciente en las concentraciones de metales en los suelos, por efecto del
tiempo prolongado (décadas). Las cantidades del metal que se extraen y se miden en los
suelos, se han asociado positivamente con el tiempo de uso de agua residual; mostrando
una mayor tasa anual de acumulacion el niquel (Ni) y el plomo (Pb) (Prieto et al., 2009).

Ademas de que han llegado a acumularse en maiz, trigo y alfalfa; metales pesados como
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cadmio (Cd), Ni y Pb, principalmente en tejido foliar, en hojas de alfalfa e incluso en

granos de trigo (Lucho et al., 2005ab).

Los suelos del Valle del Mezquital, asi como el agua de riego han sido estudiados
previamente por diversos autores, para determinar las concentraciones de metales pesados.
Estos reportan presencia de Cd, Ni y Pb, en agua, suelo y en plantas (Prieto et al., 2007).
Cajuste et al. (1991) observaron concentraciones de metales en agua para riego mas
elevados que los permitidos por: la NOM-CCA-33-ECOL./1993 que regula el empleo de
aguas residuales con fines agricolas. Vazquez-Alarcon et al. (2005) descubrieron que hay
un incremento en la concentracién de Cd, Ni y Pb, con respecto al tiempo en las aguas
residuales que llegan al Valle (Fig. 16) estas superan los valores permitidos por la NOM-
001-ECOL-1996, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, a su vez los autores

determinaron la concentracion de éstos en cultivos de maiz, alfalfa y trigo.

Siebe (1994) concluyo que los metales pesados Cd, Pb, cromo (Cr) y zinc (Zn) introducidos
a los suelos a través del riego con agua residual tienden a acumularse en la capa arable de
los suelos y que después del tiempo que llevan éstos en el suelo solo se encuentran
disponibles para las plantas en cantidades moderadas, siendo el Cd el mas disponible.
Cornejo et al. (2013) realizaron una cuantificacion de metales en suelo y en alfalfa (Tabla
2) en el municipio de Tlahuelilpan, que al compararse con los valores establecidos por la
NOM-021-RECNAT-2000 que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y
clasificacion de suelos, estudio, muestreo y andlisis (Tabla 3), rebasan las tasas permitidas

para Cd, ni y Pb sin llegar a los valores peligrosos.

El riesgo de altos niveles de metales pesados como Pb, Ni, Cd y manganeso (Mn),
presentes en suelos y aguas negras, utilizadas para riego agricola, radica principalmente en,
que pueden ser acumulados. Por su cardcter no biodegradable, biodisponibilidad y

toxicidad pueden ser peligrosos (Prieto et al., 2009).
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La absorcion de metales pesados por las plantas es generalmente el primer paso para la
entrada de éstos a la cadena alimenticia. La absorcion y posterior acumulacion dependen en
primera instancia del movimiento (movilidad de las especies) de los metales desde el suelo
a la raiz de la planta (Prieto et al., 2009). Los iones inorganicos y el agua se transportan
desde la raiz hasta las hojas mediante una serie de células tubulares que pertenecen a un
tejido lefioso denominado xilema. La fuerza que mueve esta solucion no radica en las
células del tejido xilematico, sino de la fuerza propia del proceso de osmosis y en otra
fuerza menos habitual, conocida como fuerza de succidén. La osmosis se ocurre porque
existe una gran diferencia de concentracion ionica entre la parte superior de la planta
(hojas, inflorescencias) donde es mayor y la inferior (raiz), es decir, existe un potencial
hidrico favorable al impulso ascendente. La fuerza de succion actda cuando en las hojas se
pierde agua por transpiracion, de tal manera que se provoca una fuerza que atrae agua desde

las raices hacia las hojas (Navarro, 2007).

En el suelo, los metales pesados como iones libres pueden tener accién directa sobre los
seres vivos lo que ocurre a través del bloqueo de las actividades bioldgicas, es decir, la
inactivacion enzimatica por la formacion de enlaces entre el metal y los grupos -SH
(sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios irreversibles en los diferentes organismos
(Wang et al., 1992). Se sabe que, por difusion, flujo en masa e intercambio cationico, los
metales alcanzan facilmente la raiz para seguir la ruta apoplastica o simplastica. Este
organo constituye la entrada principal del metal pesado en plantas superiores (Mejia, 2011).
La toxicidad de los metales depende no s6lo de su concentracién, sino también de su
movilidad y reactividad con otros componentes del sistema (Abollino et al., 2002).

La toxicidad de un elemento o compuesto quimico es la capacidad que tiene este material
de afectar adversamente alguna funcién bioldgica (Jiménez et al., 2010). Cd, Pb, Mercurio
(Hg), Plata (Ag), son elementos toxicos, produciendo un efecto adverso, alterando el
crecimiento normal y desarrollo del organismo (Taiz y Zeiger, 2002). Metales como;
Arsénico (As) (I11), Cd (1), Cr (111, 1V), Hg (1), Ni (1), Pb (I), Vanadio (V), han sido
positivos en pruebas con ensayo cometa en mamiferos usando células humanas o de rata in
vitro (Betti et al., 1993; Hartman y Speit, 1994; Pool-Zobel et al., 1994; Rojas et al., 1996;
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Anderson et al., 1997; Blasiak y Kowalik, 2000). Algunos metales, Cd (1I), Cr (Ill) y Cr
(VI) han sido probados usando el ensayo cometa en plantas encontrando una respuesta
positiva a genotoxicidad (Koppen y Verschaeve, 1996; Poli et al., 1999). La genotoxicidad
se refiere a los efectos potencialmente dafiinos sobre el material genético de las células, que
no necesariamente se asocian con mutagenicidad. Estos cambios pueden involucrar un
unico gen o segmento de gen, un bloque de genes o cromosomas completos (Sousa et al.,
2012). Con base en diversos datos registrados de toxicidad se pueden considerar como
metales mas toxicos para las plantas vasculares y microorganismos a Hg, cobre (Cu), Ni,
Pb, cobalto (Co) y Cd y en menor medida al cromo (Cr), estafio (Sn), Ag y berilio (Be)
(Kabata-Pendias y Pendias, 1985; Barceld y Poschenrieder, 1989).

Los metales pesados como el Cd, el As y el Ni se clasifican como carcinégenos. Aunque el
mecanismo preciso de la carcinogénesis no esta definido, la exposicién a metales pesados
puede contribuir al dafio genético al inducir rupturas de cadena doble (Morales et al.,
2016). Los metales pueden unirse a bases, grupos fosfatos o azlcares en los nucleotidos.
Los grupos fosfato parecen ser el grupo coordinador mas fuerte de los metales. En general,
la estabilidad de los compuestos de metales a los nucleétidos refleja una firmeza de union a
los grupos fosfatos (Nava, 2009). Los posibles mecanismos para que se lleve a cabo la
fragmentacion de una cadena sencilla de DNA en tratamientos con plomo puede ser el
incremento de la formacion de radicales libres llevando a un dafio en el DNA. Numerosos
estudios han concluido que la formacién de radicales libres de Oz y H.O2 son capaces de

causar dafio al material genético (Anderson, 1994).

El ensayo cometa empleado en el presente estudio es considerada de alta sensibilidad para
detectar dafio al DNA a nivel de células individuales, éste se determina midiendo la
migracion del DNA que forma la cola del cometa y la intensidad de fluorescencia del
mismo en unidades arbitrarias. Los resultados obtenidos con el ensayo cometa indican que
si hay dafio genotoxico por el riego con aguas residuales, el programa “Comet Assay 1V”
mostrd la migracion del DNA fragmentado. Cuanta mas alta es la migracion e intensidad

mayor es el dafio en el material genético.
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En la Fig. 14 se muestran los cometas de las tres plantas en las cuales la diferencia de dafo
es notable a simple vista, las hortalizas que fueron irrigadas con aguas negras tienden a
tener una cola mas larga e intensa, mientras que en las cultivadas con agua de manantial se
aprecia menor migracion e intensidad. Las tres especies respondieron de manera diferente a
las condiciones en las que fueron cultivadas, la sensibilidad a los contaminantes presentes

en el agua es variable.

El betabel presentd un promedio del momento de la cauda de 3.88, la coliflor 5.54 y el
rabano 19.16 UA en riego con agua de manantial. Los resultados de genotoxicidad de las
tres plantas mostraron ser estadisticamente significativos (p<0.05) en las hortalizas
expuestas a aguas residuales, en comparacion con el grupo testigo. El grado de dafio
registr6 una mayor diferencia en betabel y coliflor siendo de 55 y 5.2 veces,
respectivamente, mas genotdxico que el testigo. Por otra parte, el grado de dafio en rdbano
cultivado con aguas residuales fue solo de 1.7 veces mayor que el testigo. Las diferentes
respuestas de las plantas vasculares a metales pesados pueden ser atribuidas a factores

genéticos y fisioldgicos (Calow, 1993).

Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran, pero en distinto grado,
dependiendo de la especie vegetal y de las caracteristicas y contenido en metales del suelo.
Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la presencia de metales en su
entorno (Baker, 1981; Barceld y Poschenrieder, 2003). Unas basan su resistencia a los
metales con la estrategia de una eficiente exclusion del metal, restringiendo su transporte en
la parte aérea. Otras acumulan el metal en la parte aérea en una forma no tdxica para la
planta. La exclusidon es mas caracteristica de especies sensibles y tolerantes a los metales y
la acumulacion es mas comun en especies que aparecen siempre en suelos contaminados
(Prieto et al., 2009).

De las tres hortalizas estudiadas la que presenta mayor sensibilidad es el rdbano teniendo un
promedio de momento de la cauda de 19.16 UA en HRAB. Un valor demasiado elevado en
comparacion a los otros dos testigos con agua de manantial, que no superan el promedio de

5.6 UA. Los miembros de la familia Brassicaceae a la que pertenecen el rabano y la coliflor
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son conocidos por sus efectos protectores del material genético y anticancerigenos. Sin
embargo, muchas de las especies de esta familia acumulan grandes cantidades de metales,
lo cual es una caracteristica indeseable. El rabano ha demostrado acumular metales en
raices en mayor medida que otros miembros de la familia Brassicaceae (Villatoro-Pulido et
al., 2009).

Por otra parte, en estudios realizados en plantas de rabano se observé la tendencia del Mn a
acumularse en las hojas y en menor concentracién en la raiz. (Intawongse y Dean, 2006).
Ademas, Villatoro-Pulido y colaboradores (2009) cultivaron rabano en suelo contaminado
con As, Pb y Cd, una pequefia porcion de estos elementos permanecia en las raices con una
mayor cantidad del elemento translocado a los brotes. Las plantas de rdbano acumularon
una concentracion significativamente mas alta de metaloides en los brotes en comparacion
con las raices. También se ha estudiado con anterioridad la modulacion de la genotoxicidad
y citotoxicidad por el rdbano. De acuerdo a Villatoro (2011), los resultados obtenidos a
partir de la prueba SMART de Drosophila melanongaster y los ensayos de citotoxicidad
con células tumorales demostraron que las plantas de rdbano desarrolladas en suelos
contaminados con metaloides resultaron genotdxicas y citotoxicas en comparacion a los

rabanos desarrollados en suelos no contaminados.

La tendencia del rabano a acumular metales pesados puede estar fuertemente relacionada
con los valores elevados de genotoxicidad que se observaron en los resultados, por lo que
es muy probable que esos sean los principales responsables de los efectos registrados. El
material genético al estar expuesto a una mayor cantidad de agentes genotdxicos tiende a
presentar reacciones de éstos con grupos fosfato o en la formacién de radicales libres que
ocasionen rupturas en el DNA. Que el rabano no presentara la misma proporcion de dafio
que las otras dos plantas estudiadas puede deberse a que el limite de resistencia al dafio de
la planta sea bajo y que al pasar este umbral los nucleos de la célula se encuentran tan
deterioradas que es imposible para el programa reconocerlos como un cometa. Durante el
conteo de nucleos se encontraron numerosos cometas que fue imposible registrar a través
del programa de analisis de imagenes al ser muy tenues o tener el DNA muy disperso

debido al dafio severo.
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Gongalvez et al. (2012) evaluaron la genotoxicidad y anti genotoxicidad de Brassica
oleracea en ratones, en la que observaron la ausencia de genotoxicidad en el extracto. Por
otro lado, este extracto presentd efectos protectores en tratamiento agudo frente al dafio en
el DNA inducido por doxorrubicina como agente de dafio. En la variedad costaca se
analizé la capacidad del extracto para prevenir/inducir dafio en el DNA, se probd con el
ensayo cometa en una linea celular de fibroblastos de V79 de mamifero (criceto) y 500 pL
del extracto que no provocaron mutaciones ni protegieron contra la mutagenicidad inducida
por metil metano sulfonato. Pero al combinarla con extracto de larvas de Pieris brassicacea
(mariposa de la col) proporcionan un efecto protector contra la genotoxicidad inducida.
Kalavrouziotis et al. (2008) realizaron un estudio de los efectos de las aguas residuales
municipales en Brassica oleracea variedad Italica (brocoli) y Brassica oleracea variedad
gemmifera (coles de Bruselas) en comparacion con agua de riego ordinaria, en el cual
concluyeron que los contenidos de metales pesados como Cd, cobalto (Co), Ni y Pb en las
partes comestibles son muy altos, variando de la siguiente manera: en la variedad Italica Ni
3.91-4.15 mg/g, Pb 9.82-10.4 mg/g, en la variedad gemmifera Cd 0.8-1.17 mg/g, Co 2.35-
2.70 mg/g y Ni 5.70-6.17 mg/g. Debido a que el incremento de metales pesados en las
partes comestibles de la planta constituyen un alto factor de riesgo para la salud los autores
declaran que el riego con aguas residuales municipales tratadas en primer nivel no puede
utilizarse en la actualidad para el riego de estos vegetales a menos que se sometan a un
tratamiento secundario o primario avanzado. Los resultados del presente estudio indican
que el dafio por rupturas en el DNA en la coliflor (una variedad mas de la especie Brassica

oleracea) en riego con aguas residuales es estadisticamente significativa.

Nadal et al. (2004) observaron concentraciones de Pb y Cd en hojas de Beta vulgaris L.
variedad cicla (acelga) asi como de Mg, la bibliografia no reporta méas analisis de esta
especie y su relacion con aguas residuales. En el presente estudio la coliflor presenta
diferentes niveles de dafio en el DNA dependiente del tipo de riego con el que se cultivd,
ésta mostrd ser ligeramente mas sensible que el betabel pero no tanto como lo fue el
rabano. La cantidad de contaminantes presentes en el agua esta directamente relacionada

con la genotoxicidad inducida en la planta, ésta al ser capaz de absorber los contaminantes
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y traslocarlos a las diferentes estructuras, tal como se tiene reportado en betabel y rabano,
se ve afectada a nivel DNA. El dafio generado por riego con aguas negras es
estadisticamente significativo con un p<0.05, comparada con riego con de agua de

manantial.

Los principales efectos genotoxicos que causan los contaminantes son: 1. Mutagénesis, que
se refiere a la mutacion genética o puntual, un cambio en la secuencia de DNA dentro de un
gen; 2. Clastogénesis, hace referencia al cambio en la estructura del cromosoma, que
generalmente resulta en una ganancia, pérdida o reordenamiento de las piezas
cromosOmicas dentro del genoma; 3. Aneugenesis, ganancia o pérdida de uno o mas
cromosomas (aneuploidia) o conjunto haploide de cromosomas (euploidia); y 4.
Recombinogenesis se refiere al intercambio homdlogo o no de segmentos entre cromatidas
o cromosomas (Panda y Panda, 2002). Los resultados de las pruebas de genotoxicidad
basadas en ensayos de plantas para varios mutagenos quimicos y carcinégenos estandar han
mostrado una correlacion positiva con los ensayos de mamiferos y no mamiferos (Grant,
1994).

Se han desarrollado una serie de protocolos para el uso y manejo de aguas residuales en la
agricultura para procurar que los alimentos cultivados con ellas cumplan con los estandares
de calidad establecidos por cada pais. La FAO ha sugerido que cuando sea posible, los
productores evallen los usos anteriores de los lugares (abiertos y cerrados) asi como de las
zonas adyacentes a fin de identificar posibles peligros microbianos, quimicos y fisicos.
También deberd tenerse en cuenta la posibilidad de que haya otras fuentes de
contaminacion (por ejemplo: productos agroquimicos y residuos peligrosos). Utilizacion
pasada y presente de la zona de produccion primaria y de los lugares adyacentes (por
ejemplo, cultivos, parcela de engorde, produccion pecuaria, zona de residuos peligrosos,
zona de tratamiento de aguas negras, zona de extraccion minera) a fin de identificar los
posibles peligros microbianos, con inclusion de la contaminacién fecal y la contaminacion
por desechos organicos y posibles peligros ambientales que podrian ser transportados a la
zona de cultivo. Si existen agentes contaminantes en cantidades excesivas y no se han

adoptado medidas preventivas o correctivas para reducir al minimo los posibles peligros, no
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deberan utilizarse esos lugares hasta que se hayan aplicado medidas correctivas o de control
(FAO, 2003).

Los productores deberan identificar las fuentes del agua utilizada en la explotacion agricola
(abastecimiento municipal, agua de riego reutilizada, pozo, canal abierto, embalse, rios,
lagos, estanques piscicolas). Deberan evaluar su calidad microbioldgica y quimica y su
idoneidad para el uso agricola. Si es necesario, identificar medidas correctivas para prevenir
o reducir al minimo permisible la contaminaciéon (por ejemplo, procedente de ganado,
tratamiento de aguas negras y asentamientos humanos). La frecuencia de los analisis
dependerd de la fuente de la que procede el agua y de los riesgos de contaminacion
ambiental, incluida la contaminacién temporal o intermitente (por ejemplo, lluvias intensas
e inundaciones). Si se observa que la fuente de agua esta contaminada, deberan tomarse
medidas correctivas a fin de garantizar que el agua resulte iddnea para la aplicacion prevista
(FAO, 2003).

Sin embargo, los pobladores del Valle del Mezquital no cuentan con los recursos necesarios
para realizar dichas evaluaciones, por lo que optan por no hacerlas, si bien la NOM-001-
ECOL-1996 también establece el uso restringido de aguas residuales en legumbres y
verduras que se consumen crudas (clasificacion en la que caen las hortalizas aqui
estudiadas) estas se siguen cultivado. No es posible ignorar la parte social se este problema,
y pedir a los agricultores que dejen de producir, cuando ellos dependen econémicamente de
los productos que cosechan, mas aun cuando ellos no son los emisores de estas aguas
residuales. El tratamiento de aguas residuales podria solucionar parte del problema ya que
reduce y elimina contaminantes, generando un biosolido que mejora la calidad de suelos
mas agua tratada para determinados usos incluido el agricola sin restriccion para hortalizas,
a nivel secundario el efluente tratado a un nivel secundario aun contiene nutrientes de valor
para los agricultores, mientras que algunos tratamientos terciarios eliminan el nitrogeno y el

fosforo que son ingredientes fundamentales para la fertilizacion (Winpenny et al., 2013).
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9 CONCLUSIONES

Se demostré que las aguas residuales de la Ciudad de México y area Metropolitana
contienen agentes genotoxicos, mismos que a través de canales de riego llegaron a las
parcelas de las hortalizas, betabel, coliflor y rébano, evaluadas en el presente estudio

mediante electroforesis unicelular.

La genotoxicidad inducida por los contaminantes presentes en el agua residual en las
estructuras foliares fue: en betabel, 5.5 veces méas dafiino que el agua de manantial; en
coliflor, 5.2 veces mas dafiino que el agua de manantial; y en rdbano 1.7 mas dafiino. La
relacién de dafio entre betabel y coliflor es similar, lo que los hace buenos monitores, esto

difiere con el rabano que no guarda la misma proporcién de dafio.

El rdbano presentd valores basales muy altos que no permitieron ver una clara diferencia
con los expuestos a los contaminantes, los valores de HRAN no llegaron a rebasar el doble,
sin embargo, para el programa “Comet Assay IV’ muchos de estos cometas estaban tan
dafados que le fue imposible registrarlos. Esto indica que el betabel es muy susceptible a

los contaminantes presentes en el agua.
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10 PERSPECTIVAS

El desecho de aguas residuales trae consigo numerables problemas dificiles de solucionar.
Quienes mas las enfrentan son los habitantes del Valle del Mezquital que de una u otra
manera han sacado provecho de esta desventajosa situacién. Son muchas las cosas que se
pueden hacer para tratar de reducir la cantidad de contaminantes que llegan al valle y que
sin duda retornan a la ciudad en forma de alimentos, por ejemplo: biorremediacién de los
suelos contaminados, tratamiento de aguas residuales y regular la cantidad de
contaminantes por parte de la industria. Ademas de concientizar a la poblacion en general
sobre estos temas. En cuanto al Valle del Mezquital deben buscarse alternativas para el
cultivo de las hortalizas, un problema dificil de resolver por la escases de agua limpia que

presenta esta zona.
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12 ANEXOS
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Fig. 16. Variacion mensual en la concentracion total de metales en el agua ocho sitios seleccionados del Valle
del Mezquital de enero a junio de 1996 (Vazquez-Alarcon).

Tabla 3. Cuantificacidn de metales en suelo y alfalfa en marzo del 2009 en el municipio de
Tlahuelilpan, Hidalgo LD=Limite de Deteccion (Cornejo et al. 2013).

Metales Suelo 0-10 cm Raiz Hoja/Tallo
(mg kg™®

Cadmio 0.62-0.26 2.25 0.1/0.9
Cromo <LD <LD <LD/1.02
Hierro 7.54 86/90
Niquel 10.66-31.5 0.27-0.83 <LD/3.01
Plomo 53.89 <LD
Selenio <LD <LD

Tabla 2. Valores (mg kg™!) de elementos toxicos en el suelo segin la tolerancia de los
cultivos NOM-021-SEMARNAT-2000.

| Cd Ni Pb
Normal 0.35 50 35
Peligroso 3-5 100 100-300
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