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RESUMEN

La Presa “La Estanzuela” del estado de Hidalgo, es un cuerpo de agua que abastece
del recurso hidrico al Municipio de Mineral del Chico y a algunas colonias de Pachuca. En este
sitio se ha reportado la presencia de solidos inorganicos (315.9 mg/L) que sobrepasan el valor
establecido por el Proyecto de Modificacion de la Norma Oficial Mexicana, PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017. Entre los sélidos inorganicos considerados en dicho estudio se encuentran
los metales pesados cobalto, niquel, cobre, zinc, manganeso, cadmio, y plomo; que son
potencialmente téxicos. En este proyecto se realizé el Ensayo de Mutacion y Recombinacion
Somatica (SMART) en las alas de Drosophila melanogaster para evaluar la posible
genotoxicidad del agua de la Presa “La Estanzuela”. Se realizaron tres muestreos del agua de
la zona en diferentes meses del afio del afio; junio y octubre de 2017 y abril de 2018, se
recolectd agua en dos profundidades (superficial y profunda). Se evalud la genotoxicidad a
concentraciones de 50% y 100% de agua. El analisis estadistico indicd que los resultados son
positivos en la categoria de “manchas totales” y “manchas pequefias” en los tres muestreos en
la concentracion del 100% en ambas profundidades en las cruzas Estandar (ST) y de Alta
Bioactivacion (HB), y para el primer muestreo de la concentracion del 50% en la cruza HB. Por
otro lado, se encontraron resultados negativos en la concentracion de 50% de agua profunda y
superficial en el segundo y tercer muestreo. Estos resultados sugieren que el agua de la Presa
“La Estanzuela” es genotoxica en Drosophila melanogaster. También se realizé un analisis
guimico por fotometria para detectar la presencia de metales (aluminio, cromo, zinc, niquel y
cobre), se determind que la cantidad de aluminio presente en agua superficial y profunda

sobrepasa el valor maximo establecido por la NOM-127-SSA1-1994.



1. INTRODUCCION

1.1 Cuencas
La Comision Nacional del Agua (CONAGUA) es el organismo administrativo que se encarga

de administrar, regular, controlar y proteger las aguas nacionales de México, el cual define
cuenca como un receptor de agua céncava creada de forma natural en la superficie de la
tierra mediante ciertos factores como las fuerzas tectbnicas, la fuerza del agua y sus
corrientes, el tipo de suelo, la vegetacién, entre otros; con extensiones de cientos o miles de
kilometros cuadrados. Desde julio de 2016 la CONAGUA considera para propdsitos de
administracion de las aguas nacionales 757 cuencas hidroldgicas. Para administrar y regular
sus usos y aprovechamientos de aguas superficiales y subterraneas, México esta dividido en

13 regiones hidrolégico-administrativas (Figura 1) (Comisién Nacional del Agua, 2018).
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Figura 1. Regiones hidrolégico-administrativas determinadas por la CONAGUA. Tomado de “Atlas del
agua en México” (2018).



1.2 Calidad del agua

La calidad del agua es una medida de la condicion del agua en relacién con los requisitos de
una 0 mas especies bibticas o cualquier necesidad humana o propésito. De acuerdo con la
CONAGUA, para la evaluacion de la calidad del agua hay tres indicadores principales: la
Demanda Bioquimica de Oxigeno a cinco dias (DBOs), la Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) vy los Sélidos Suspendidos Totales (SST). La CONAGUA realiza un monitoreo por afo
de varios cuerpos de agua distribuidos en todo el pais y realiza una clasificacidon por sitio e

indicador (Comision Nacional del Agua, 2018).

1.2.1 Calidad del agua segun indicador Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

De acuerdo con la CONAGUA este parametro indica la cantidad de materia organica que esta
presente en los cuerpos de agua provenientes principalmente de las descargas residuales de
origen municipal y no municipal. En general, indica la cantidad de materia biodegradable. Un
incremento incide en la disminucién del oxigeno disuelto en los cuerpos de agua, lo cual afecta
a los ecosistemas acudaticos ya que el oxigeno disuelto es indispensable para mantener la vida
de los ecosistemas. En el monitoreo realizado por la CONAGUA para el afio 2018, los valores
de DBOs mas altos corresponden a las zonas del pais que se encuentran altamente pobladas
y su clasificacion va desde agua de excelente calidad a fuertemente contaminada de acuerdo

a la cantidad de materia presente (Tabla 1) (Comisién Nacional del Agua, 2018).

Tabla 1. Clasificacion de la calidad del agua con el parametro DBQs mg/L. Tomado de CONAGUA

(2019).
Valor Clasificacion
<3 excelente

>3y <6 buena calidad
>6y <30 aceptable
>30y <120 contaminada

1.2.2 Calidad del agua segun indicador Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO también indica la cantidad de materia organica presente en los cuerpos de agua, pero

a diferencia del parametro DBOs, indica la cantidad total de materia organica. De acuerdo al



Monitoreo realizado por la CONAGUA, un valor alto de DQO indica la presencia de
sustancias provenientes de descargas no municipales. Ademdas, segun datos de la
CONAGUA, los sitios con mayores niveles de DQO corresponden a los mayores nucleos
urbanos del pais, sobre todo en el centro y occidente, asi como las zonas costeras del sury
sureste, se considera un sitio altamente contaminado aquel que sobrepasa los 200 mg/L y un
sitio de excelente calidad aquel que tenga menor o igual a 10 mg/L de materia organica
(Tabla 2) (Comision Nacional del Agua, 2018).

Tabla 2. Calidad del agua de acuerdo con la clasificacion Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mg/L.
Tomado de CONAGUA (2019).

Valor Clasificacion
>10y <20 buena calidad
>20y <40 aceptable
>40y <200 contaminada

1.2.3 Calidad del agua segun indicador Sélidos Suspendidos Totales (SST)

Este pardmetro mide la cantidad de sdlidos sedimentables, sélidos y materia organica en
suspension y/o coloidal. Su fuente puede provenir de aguas residuales o procesos erosivos,
de zonas agricolas y altamente deforestadas. Un incremento de este pardmetro hace que un
cuerpo de agua pierda la capacidad de soportar la diversidad de la vida acudtica. Es
importante la medicion de los sélidos suspendidos porque permite reconocer gradientes que
van desde una condicion natural sin influencia humana, hasta el agua que muestra indicios
de descargas de aguas residuales municipales y no municipales, asi como las areas con
deforestacion severa, se considera un sitio de excelente calidad aquel que no sobrepase los
25 mg/L mientras que un sitio fuertemente contaminado es aquel que sobrepasa los 400 mg/L
(Tabla 3) (Comisién Nacional del Agua, 2018).



Tabla 3. Calidad del agua de acuerdo con la clasificacion de Sélidos Suspendidos Totales en mg/L
(SST). Tomado de CONAGUA (2019).

Valor Clasificacion
<25 excelente

>25y <75 buena calidad
>75y <150 aceptable
>150 y <400 contaminada

1.2.4 Calidad del agua segun indicador Coliformes Fecales (CF)

Los coliformes fecales estdn presentes en los intestinos de organismos de sangre caliente
(incluidos los seres humanos) y son excretados en sus heces. Por lo tanto, su origen principal
son las heces humanas y animales incorporadas a las aguas residuales. Se distinguen por ser
bacterias anaerobias facultativas, Gram negativas, no esporuladas, bacilos cortos que
fermentan la lactosa con produccién de gas en 48 horas a 35 + 0.5 °C. Por asociacion, su
presencia es indicador de aguas residuales. Este parametro se utiliza internacionalmente
partiendo de la premisa de que su ausencia en el agua es un indicador de que otros
organismos patdgenos al hombre también estan ausentes (Atlas del agua, 2018).

La determinacion de los coliformes fecales se realiza principalmente por el método del Namero
Mas Probable (NMP) que precisamente se fundamenta por la capacidad de estas bacterias
para fermentar la lactosa con formacion de gas, turbidez y acido al incubarlos a 45.5°C + 0.2°C
durante un tiempo de 24 a 48 horas, mediante la utilizacion de un medio de cultivo que
contenga sales biliares (Comisién Nacional del Agua, 2018).

El nUmero mas probable es una prueba de diluciéon en serie que mide la concentracién de
bacterias en una muestra, esta estimacion es (til para concentraciones bajas de organismos
(<100/g). Las bacterias en la muestra a estimar se pueden encontrar unidas en cadenas o en
colonias, de acuerdo a esto, el nimero mas probable se juzga como una estimacion de
unidades de crecimiento o unidades formadoras de colonias en lugar de bacterias individuales
(Blodgett, 2010). De acuerdo a la CONAGUA, los sitios con mala calidad se encuentran
principalmente en las zonas urbanas en cuyo caso sobrepasa los 10,000 NMP en 100 mL,
mientras que un sitio de excelente calidad es aquel que no sobrepasa los 100 NMP en 100 mL
(Tabla 4).
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Tabla 4. Determinacion de la calidad del agua de acuerdo con los Coliformes Fecales (CF) NMP/100
mL. Tomado de CONAGUA (2019).

Valor Clasificacion
CF<100 excelente

100<CF<200 buena calidad
200<CF<1 000 aceptable
1 000<CF<10 000 contaminada

El monitoreo de estos pardmetros es importante, ya que con esto se miden los niveles de

contaminacion por aguas residuales tanto domésticas como industriales, ademas de los

desechos agricolas y los procesos erosivos en tierras de cultivo y zonas deforestadas.

1.3 Limites maximos permisibles seglin algunas normativas mexicanas

Ademas de los parametros ya mencionados, el Proyecto de Modificacién de la Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017 establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en agua y bienes nacionales. En dicha
norma se especifica que la concentracion de contaminantes basicos, metales pesados y
cianuros para las descargas de aguas residuales a aguas y bienes nacionales, no debe
exceder el valor indicado como limite maximo permisible. Asimismo, el rango permisible del
potencial de hidrégeno (pH) de 5 a 10 unidades (Tabla 5).

Tabla 5. Limites maximos permisibles de para metales y cianuros de acuerdo a la PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017.

Parametros Rios, arroyos, canales, drenes
niligtaos P. M.* P. D.** AR
por litro)
arsénico 0.2 0.3 0.4
cadmio 0.2 0.3 0.4
cianuro 1 2
cobre 4 5
cromo 1 1.25 15
mercurio 0.01 0.015 0.02
niquel 2 3 4
plomo 0.2 0.3 0.4

11



zinc 10 ‘ 15 20

*P. M.=promedio mensual; **P.D.= promedio diario; ***V. |.= valor instantaneo
Modificado del Proyecto de la Norma Oficial Mexicana (PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017)

Ademas, la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 “Salud ambiental, para uso y
consumo humano- limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua
para su potabilizacion” que establece los limites permisibles de calidad y tratamientos a los
gue debe someterse el agua para su uso y consumo humano que también tiene considerados
las concentraciones en miligramos sobre litro (mg/L) de ciertos metales y otros compuestos

gue no debe sobrepasar un cuerpo de agua para consumo humano (Tabla 6).

Tabla 6. Limites méaximos permisibles de metales de acuerdo ala NOM-127-SSA1-1994.

Caracteristica Limite permisible mg/L
aluminio 0.20
arsénico 0.05

bario 0.70
cadmio 0.005
cianuros (CN-) 0.07
cobre 2.00
cromo total 0.05
hierro 0.30
manganeso 0.15
mercurio 0.001
plomo 0.025

zinc 5.00

Modificado de: NOM-127-SSA1-1994

1.4 Contaminacioén del agua
Se dice que el agua esta contaminada cuando contiene compuestos que impiden su uso; las
fuentes de contaminacion pueden ser naturales o artificiales. En general, las fuentes naturales

son muy dispersas y no provocan dafio en los cuerpos de agua. Por otra parte, las fuentes
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artificiales, que pueden ser de origen antropogénico se concentran en zonas concretas como

fabricas y ciudades; lo que provoca un gran dafio debido a lo peligrosos que pueden ser los

contaminantes. Las fuentes de contaminacion antropogénica se dividen en cuatro: industrial,

vertidos urbanos, navegacion, agricultura y ganaderia. Cuando estos focos provocan dafios

en el agua, alteran sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Estas propiedades

alteradas por los contaminantes son los parametros que se consideran para determinar la
calidad del agua (Tabla 7) (Encinas, 2011).

Tabla 7. Parametros fisicos, quimicos y biolégicos que de acuerdo a Encinas (2011) se toman en
cuenta para determinar la calidad del agua.

Fisicas Quimicas Biol6gicas
-Color -pH -Bacterias coliformes
-Olor y sabor -Oxigeno disuelto (OD) -Virus
-Conductividad -Demanda bioguimica de oxigeno | -Otros microorganismos
-Temperatura (DBO), Demanda quimica de | -Animales
-Materiales en suspensién oxigeno (DQO), Coliformes totales, | -Plantas

-Radioactividad
-Espumas

-Nitrégeno total

-Fosforo total

-Aniones: CI', NO3, NO,, PO S?,
CN, F

-Metales pesados

-Compuestos organicos

Las sustancias contaminantes del agua se pueden clasificar en:

* Residuos con requerimiento de 0O2: Compuestos organicos que se oxidan

facilmente por accion de bacterias aerobias, el efecto que tienen sobre el agua es la

muerte de la vida aerobia y macroscopica. Los parametros para medir estos residuos

son la demanda bioquimica de oxigeno a cinco dias (DBOs) (Tabla 8) y la demanda

guimica de oxigeno (DQO) (Tabla 9) donde la cantidad se determina en mg/L y se

clasifican en muy buena, aceptable, mala y muy mala dependiendo de la cantidad que

se encuentre en la muestra.
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Tabla 8. Clasificacion de la calidad del agua de acuerdo al pardmetro Demanda Bioquimica de Oxigeno
a cinco dias (DBOs) de acuerdo a Encinas (2011).

DBOs Calidad del agua
1-2 mg/L muy buena
3-5 mg/L aceptable
6-9 mg/L mala

>100 mg/L muy mala

Tabla 9. Clasificacién de la calidad del agua de acuerdo al pardmetro Demanda quimica de oxigeno
(DQO) de acuerdo a Encinas (2011).

DQO Calidad del agua

1-5 ppm no contaminada
<50 ppm poco contaminada
250-600 ppm residual doméstica

+ Agentes patégenos: Pueden ser bacterias, virus, protozoarios y otros
microorganismos. Para medir este parametro se usa el nimero de bacterias coliformes
y microorganismos anaerobios después de un cultivo de lactosa a 35° C. La presencia
de organismos indica una contaminacion fecal.

* Nutrientes vegetales inorganicos: Hace referencia a los compuestos quimicos como
carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, azufre y varios metales traza que necesitan las
plantas para crecer pero que cuando estan en altas concentraciones en el agua son
contaminantes e impiden el uso de ésta. Estos compuestos pueden provenir de fuentes
naturales como el suelo o el aire, o fuentes antropogénicas como vertidos urbanos,
atmosféricos o ganaderos y agricolas. Cuando se encuentran en cantidades excesivas
se produce el crecimiento excesivo de organismos por el exceso de nutrientes
(eutrofizacién), para medir este parametro se usa el nivel de clorofila de las algas, el
contenido de fosforo y nitrégeno y el valor de penetracién de la luz (Encinas, 2011).

*+ Compuestos organicos sintéticos: Incluyen compuestos como plaguicidas,
detergentes, plasticos, disolventes, y compuestos farmacéuticos, entre otros. Estos
contaminantes permanecen mucho tiempo en el agua debido a la complejidad de su

estructura quimica y a que los organismos presentes en el agua no pueden degradar.
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Pueden provenir de fuentes industriales o aguas de escorrentia superficial.

+ Sustancias quimicas inorganicas: Incluye acidos, minerales, sales inorganicas y
metales téxicos como mercurio (Hg) y plomo (Pb). Pueden provenir del drenaje de
minas, la lluvia acida, mineria, siderurgia o corrosion de metales pesados (Encinas,
2011).

Los contaminantes que ingresan al agua pueden estar en forma disuelta (<1 nm), coloidal (1
nm-1 pm) o en forma de particulas (> 1 ym). La naturaleza exacta de los contaminantes tiene
implicaciones en la biodisponibilidad y el transporte ambiental. Por ejemplo, el impacto
bioldgico de los metales traza a menudo se relaciona con la concentracién del metal disuelto.
Ademas, las formas disueltas o coloidales del contaminante tenderan a permanecer en el
agua debido a los procesos de mezcla, mientras que las formas de particulas tenderan a
asentarse fuera de la columna de agua incorporandose a los sedimentos. Una vez en un rio o
lago, pueden permanecer en su forma original o repartirse en diferentes formas. Algunos de
los pardmetros que afectan la distribucion de contaminantes incluyen la actividad
microbiol6gica, la concentracion y la naturaleza de la materia organica, el pH, la fuerza iénica

y el potencial redox, entre otros (Hoffman et al., 2002).

1.5 Presa “La Estanzuela”

La presa “La Estanzuela” se localiza en el estado de Hidalgo, en la carretera Pachuca,
Municipio del Mineral del Chico, es la presa de mayor tamafio en esta zona y abastece a las
colonias altas de Pachuca y Mineral del Chico. Se ubica en una latitud decimal de 2.16
grados y una longitud decimal de -98.75 grados (Figura 2) (Piceno, 2016). Dicha presa
pertenece a la cuenca hidrologica del Rio Amajac del Estado de Hidalgo (Alvarez et al.,
2008). De acuerdo a la CONAGUA, la presa se encuentra dentro de la regién hidrolégica Xl,
Golfo Norte.
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El clima es templado con una temperatura media anual de 15°C y una precipitacion anual de

1605 mm (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2017). En esta zona, la calidad del
agua puede verse afectada por diversos factores; el uso del suelo, la actividad industrial y la
minera.

De acuerdo a Alvarez et al., (2008), durante el afio 2005 se realiz6 un estudio de la cuenca en
el cual muestrearon varios cuerpos de agua, incluida esta presa. Se determind la
concentracion de algunos compuestos inorganicos como: carbonatos, bicarbonatos, sulfatos,
cloruros, fosforo total, nitrégeno total y algunos metales potencialmente téxicos: cobalto,
niquel, cobre, zinc, manganeso, cadmio y plomo; y se encontrd que los valores de compuestos
inorganicos sobrepasaban los limites establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996 (que estaba en vigor durante ese afio). Sin embargo, de todos los sitios
muestreados en la Presa “La Estanzuela” no se encontraron las concentraciones mas altas de
metales (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores promedio de sélidos inorganicos (mg/L) de los sitios muestreados pertenecientes a la
Cuenca Hidrolégica del Rio Amajac.

Localidad Ni* Cu* Zn* Mn* Pb* Cd* N* | Pt* | CI* SO4 | CO3* | HCO3* | Sdlidos

* Inorgan
icos*

Rio 0,007 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 |0,003|71 |61 |27,4 | 131 | 10,7 | 705.1 769.2

venados

Lagunade | 0,014 | 0,006 | 0,008 | 0,006 | 0,007 | 0,007 | 6,4 | 6,7 | 256 | 14,2 |53 836.9 895.3

Metxtitlan

Rio 0,01 0,004 | 0,006 | 0,004 | 0,005 | 0,005 | 6,5 | 13,6 | 24,6 | 14,0 | 9,1 656.4 724.1

Almolon

Rio Amajac | 0,016 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,008 | 0,008 | 7,6 | 10,3 | 66,3 | 53,1 | 5,3 756.4 899.1

(San Juan

Amajac)

Rio Amajac | 0,009 | 0,004 | 0,005 | 0,004 | 0,005 | 0,005 |65 |40 |388 |303 |10,1 | 646.6 736.5

(San Juan

Amajac 1)

Rio Amajac | 0,009 | 0,004 | 0,005 | 0,004 | 0,004 | 0,005 |6,9 |03 |389 |46,6 | 11,3 646.6 750.5

(San Juan

Amajac 2)

Rio Amajac | 0,009 | 0,004 | 0,005 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 7,3 |15 |421 |328 | 10,7 | 679.5 772.1

(Boca de

Ledn)

Rio Amajac | 0,01 0,004 | 0,006 | 0,005 | 0,005 | 0,005 | 83 |2,7 | 30,6 | 25,6 | 8,8 560.6 636.3

(Antes de

Tamanchuz

ale

Rio 0,015 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,008 | 7,6 | 2,7 127, | 32,4 | 30,3 796.0 995.2

Moctezuma 3

(Tamanchu

zale)

Rio Amajac | 0,015 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,008 | 0,008 | 6,8 | 3,6 |475 | 17,5 | 12,9 | 636.2 724.4

(Amajac+

Moctezuma

)

Presa el 0,007 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 |68 |12 | 152 |143 |0 231.8 268.9

Cedral

(Pachuca)

Presa “La 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 |64 [0,9 | 189 |148 |0 275.7 315.9

Estanzuela”

*Ni: niquel, Cu: cobre, Zn: zinc, Mn: manganeso, Pb: plomo Cd: cadmio, N: nitrégeno, Pt: foésforo total,

Cl: cloro, SO4: sulfatos, CO3: carbonatos , HCO3: bicarbonatos. Tomado de (Alvarez et al., 2008).

Respecto a las actividades de mineria de la zona, de acuerdo a la division de regiones

mineras del Estado de Hidalgo, La Presa “La Estanzuela” se encuentra dentro de la region

minera Pachuca-Actopan, que pertenece al Distrito Minero Pachuca-Real del Monte-Miguel

donde se extraen oro, plata, plomo, zinc y cobre. En el estado de Hidalgo dentro de las
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principales minas en explotacion, la mas cercana a la zona es la Mina San Juan que se
encuentra en Pachuca, donde se extraen principalmente oro y plata. De acuerdo a registros
proporcionados por el Servicio Geoldgico Mexicano (SGM), organismo publico coordinado por
la Subsecretaria de Mineria en la Secretaria de Economia, la zona se encuentra en
exploraciéon en busca de metales por empresas mineras. Esto nos habla de actividades que
podrian estar afectando la calidad del agua (Servicio Geolégico Mexicano, 2018).

Sin embargo, de acuerdo a Alvarez et al (2008) y los estudios realizados acerca de la
calidad del agua, la presa “La Estanzuela” fue clasificada dentro de los sitios mas limpios de
los 17 muestreados y esto podria deberse a su ubicacion en la parte mas alta de la cuenca
(Alvarez et al., 2008). Considerando otros parametros cuantificados en ese estudio, como la
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) la Presa “La Estanzuela” y los demas sitios arrojaron
valores que se encuentran debajo de lo establecido por la Norma (LMP de la norma: 150 mg/L
para uso en riego agricola, 75 mg/L para uso publico urbano y 30 mg/L para la proteccion de
la vida acuética). Otro parametro que se cuantific6 en este estudio fue el de Coliformes
Fecales, para la Presa “La Estanzuela” este valor fue de 106.7 NMP/100 mL, que en
comparacion con los otros 16 sitios muestreados, fue uno de los valores mas bajos, ademas,
de acuerdo a los autores, también este valor se encuentra debajo de los valores permitidos por
la Norma Oficial Mexicana (1000 a 2000 NMP/100 mL) ( Alvarez et al., 2008).

En otro trabajo realizado también por estos autores, que consideraron un total de 8
parametros, y al realizar un analisis estadistico de regresion multiple, se clasificaron los sitios
muestreados de la cuenca con un indice de calidad de agua (ICA). Para el sitio que pertenece
a la Presa “La Estanzuela”, esta fue clasificada como de calidad media (ICA 50-68), es decir,
que requiere tratamiento para usarse como abastecimiento publico (Tabla 11) (Alvarez et al.,
2006).
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Tabla 11. Concentracién media de los parametros estudiados e indice de Calidad del agua (ICA) de los

sitios muestreados de la Cuenca del Rio Amajac (afios 2005-2006)*.

Presa 3810 7.72 9.04 7.72 11.30 2.72 0.22 65
Comalillo

Presa “La | 110 115.2 7.58 6.03 7.58 13.77 2.16 0.88 64
Estanzuela”

Presa el | 1630 106.9 7.29 7.85 7.29 12.97 1.54 1.23 59
Cedral

San Juan | 11920 99.5 7.80 78.57 7.80 12.77 6.65 0.29 54
Amajac-2

Rio Venados | 9560 95.8 7.61 44.85 7.61 12.45 3.05 6.08 51
Boca de | 9300 100.1 7.99 34.20 7.99 15.84 5.52 1.47 49
Ledn

Rio Amajac | 11070 97.6 8.00 19.59 8.00 14.40 8.42 2.30 49
Tamanz

Rio Almolon 16700 99.0 7.69 74.77 7.69 17.52 2.85 13.59 48
Rio Amajac+ | 17530 93.6 8.11 25.43 8.11 18.81 3.81 3.64 48
Moctezuma

Presa la | 19670 108.2 6.93 7.52 6.93 16.78 19.67 1.94 48
Esperanza

San Juan | 8950 101.5 7.82 76.33 7.82 20.34 7.17 4,53 45
Amajac 1

Rio Amajac | 12070 98.0 7.68 88.67 7.68 17.23 7.40 10.25 44
(San  Juan

Amajac)

Laguna 16010 61.7 7.37 53.93 7.37 15.27 9.00 6.87 41
Meztitlan

Rio 19670 0.0 7.11 16.50 7.11 16.21 10.35 0.40 36
Tulancingo

(Ciudad)

|Rio 24000 0.0 6.84 25.57 6.84 16.10 10.64 2.38 29
Tulancingo

(D.D.R)

Rio 12200 0.0 6.81 32.00 6.81 18.91 12.03 2.44 28
Tulancingo

(salida)

*Pardmetros considerados: BCF: bacterias coliformes fecales; OD: oxigeno disuelto; pH; Turbidez en
NTU; DBO: demanda bioquimica de oxigeno; NOs: nitrogeno; P total; fésforo total; ICA: indice de
calidad del agua. Tomado de: Alvarez et al., 2006.
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Ademas de los estudios antes mencionados acerca de este cuerpo de agua, estan los datos
proporcionados por la CONAGUA. De acuerdo a dichos datos, La Presa “La Estanzuela”
presentd una clasificacion “excelente” con una demanda bioquimica de oxigeno de 1 mg/L
para el afio 2018 (Figura 3).

J r ¥ 4 Demanda Bioquimica de Oxigeno
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Figura 3. Representacion de cuerpos de agua de la Republica Mexicana donde se sefiala la Presa “La
Estanzuela” y su valor de Demanda bioguimica de oxigeno en mg/L determinada en 2018. Tomado de
datos de CONAGUA (2020).

Respecto a la demanda quimica de oxigeno, de acuerdo a los datos reportados por la
CONAGUA, para el afio 2018, La Presa “La Estanzuela” fue clasificada como “Buena calidad”
con un valor de 14.69 mg/L (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de cuerpos de agua de la Republica Mexicana donde se sefiala la Presa “La
Estanzuela” y su valor de Demanda quimica de oxigeno (DQO) en mg/L determinada en 2018. Tomado

de datos de CONAGUA (2020).

Respecto al parametro de Sélidos Suspendidos Totales (SST) realizado por la CONAGUA en

el 2018 la Presa “La Estanzuela” tiene una clasificaciéon de “excelente” con una concentracion

de 5 mg/L (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de cuerpos de agua de la Republica Mexicana donde se sefiala la Presa “La
Estanzuela” y su valor de Sdlidos suspendidos totales (SST) en mg/L determinada en 2018. Tomado de
datos de CONAGUA (2020).

Para el parametro de Coliformes Fecales la Presa “La Estanzuela” fue clasificada por la
CONAGUA como “excelente”, con un valor de 10 NMP/100 mL (Figura 6).
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Figura 6. Representacién de cuerpos de agua de la Republica Mexicana donde se sefiala la Presa “La
Estanzuela” y su valor de Coliformes Fecales en NMP/100mL determinada en 2018. Tomado de datos
de CONAGUA (2020).

Ademas de estos parametros fisicoquimicos para evaluar la calidad del agua, Fent (2003),
menciona que las acciones de compuestos aislados y sus asociaciones con otros
compuestos quimicos, asi como su interaccién con los organismos en el ambiente no puede

ser entendida solo con la caracterizacién fisicoquimica.

1.6 Toxicologia

La toxicologia es la ciencia que estudia los efectos que ciertas sustancias tienen sobre los
organismos vivos (Klaassen y Watkins, 2001). Un toxic6logo se encarga de examinar la
naturaleza de estos efectos, tales como mecanismos de accién, celulares, bioquimicos y
moleculares y de valorar la probabilidad de aparicion. Una adicion reciente al campo de la
toxicologia es la aplicacion de la disciplina a la evaluacién de seguridad y la valoracién de
riesgo, donde se hacen estimados cuantitativos de los efectos potenciales sobre la salud
humana y la importancia ambiental de varios tipos de exposiciones a ciertas sustancias
(Klaassen y Watkins, 2001). Dentro de la toxicologia también existen varias ramas de
especializacién, como la toxicologia genética que se encarga de identificar y analizar la

accion de agentes toxicos que son capaces de interactuar con el material genético de los
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organismos. El principal objetivo es el de detectar y entender las propiedades de los agentes
fisicos y quimicos genotéxicos que producen efectos hereditarios los cuales pueden ser
deletéreos o letales. Es una ciencia que pretende establecer la correlacion que existe entre la
exposicion a agentes xenobioticos y la induccién de alteraciones genéticas tanto en células

germinales como en células somaticas de los organismos (Rodriguez- Arnaiz, 2004).

1.6.1 Xenobiéticos

Un xenobidtico es un compuesto que no forma parte de los componentes naturales del cuerpo,
pero que es capaz de acceder a su interior. Los organismos vivos se encuentran
constantemente sometidos a distintas presiones, que pueden ser bioldgicas, quimicas o
ambientales. Dentro de ellos hay compuestos sintéticos, toxicos, contaminantes ambientales y
farmacos. Todos los dias una gran cantidad de sustancias extrafias penetran a los organismos,
a través de la inhalacién, de la via dérmica, de la via digestiva o de la via parenteral. Pueden

ocasionar dafios inmediatos o a largo plazo (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

1.6.2 Biotransformacién de xenobiéticos

Los organismos cuentan con sistemas biolégicos encargados de biotransformar y/o eliminar
estos compuestos ajenos al organismo. Al no ser usados como nutrientes, los xenobiéticos no
se incorporan a las rutas bioquimicas del metabolismo intermediario, y no son metabolizados.
Muchos son compuestos de naturaleza lipofilica (liposolubles), es decir, son capaces de
atravesar las membranas biol6gicas, acceder al interior celular, unirse a estructuras celulares
lipofilicas y en suficiente cantidad, pueden interferir en los procesos metabolicos normales a
nivel celular. Por otro lado, su eliminacion es dificil debido a que la eliminaciéon de sustancias
no volatiles se realiza a través de fluidos acuosos, fundamentalmente en la orina (Rodriguez y
Rodeiro, 2014).

El sistema encargado de biotransformar y/o eliminar este tipo de compuestos es el
sistema de citocromos P450s. La eliminacion de xenobidticos a menudo depende de su
conversién en sustancias quimicas hidrosolubles mediante un proceso conocido como
biotransformacién. En muchas circunstancias, la modificacion quimica de un xenobidtico
mediante biotransformacién altera sus efectos bioldgicos. Esto es importante para la
toxicologia, ya que muchos compuestos se someten a biotransformacion para ejercer su
efecto toxico (Klaassen y Watkins, 2001).

El término metabolismo se usa para describir el destino de un xenobidético que incluye
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su absorcion, distribucion, biotransformacion y eliminacion (Klaassen y Watkins, 2001).

Las reacciones catalizadas por enzimas que producen biotransformacion de
xenobiéticos generalmente se dividen en dos grupos: Las reacciones fase | que comprenden
hidrdlisis, reduccion y oxidacion; y las reacciones de biotransformacion fase Il que incluyen,
glucuronidacién, sulfuracion, acetilacién, metilacién o conjugacion. La biotransformacion fase
Il puede o no ir precedida por biotransformacion fase I. En general, la biotransformacioén fase
Il no precede a la biotransformacion fase |, aunque hay excepciones a esta regla (Klaassen y
Watkins, 2001).

1.6.3 Citocromos P450 (CYP450)

Las enzimas P450, también denominadas como CYP450 o CYPu4, Se encuentran
ampliamente distribuidas en animales (desde bacterias, protistas, plantas hasta mamiferos)
(Guengerich et al., 2016). Se conocen mas de 18,000 secuencias de CYP450 organizadas en
familias. Dentro de un mismo organismo, este sistema se encuentra en diferentes tejidos
como rifién, pulmon, piel, cerebro, corteza adrenal, placenta, testiculos, entre otros; de los
cuales el higado y el intestino delgado son los mas importantes. En organismos eucariontes
se ha detectado en casi todas las membranas subcelulares, siendo las mitocondrias y el
reticulo endoplasmico liso los organelos mas importantes (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Los P450 son una superfamilia de hemoproteinas de funcién catalitica que contiene
entre 400-500 residuos de aminoacidos (Hill et al., 1970) en la que el grupo tiol (-SH) de una
cisteina funciona como quinto ligando al &tomo de hierro del grupo hemo, y el sexto ligando
es una molécula de agua. Existe poca variedad entre los citocromos con respecto a su sitio
de union con el hierro. En eucariontes, el peso molecular oscila 50 y 60 KD, la similitud a nivel
de estructura primaria es relativamente baja (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Los citocromos (CYP) tienen una amplia especificidad del sustrato y catalizan una
gran variedad de reacciones de oxidacion y reduccion (Guengerich et al., 2016). La reaccion
basica catalizada por P450 es la monoxigenacion, que consiste en que un atomo de oxigeno
incorpore a un sustrato, designado RH, y el otro se reduzca a agua con equivalentes
reductores derivados del NADPH (Klaassen y Watkins, 2001; Guengerich et al., 2016).

El mecanismo de accion de estas reacciones es complejo. Sigue un ciclo catalitico de
reacciones que lleva asociado un sistema de transporte de electrones y de O.. Existe
evidencia de que generan especies reactivas de oxigeno como el anién superéxido (Oz) y

peroxido de hidrégeno (H.O.). Ademas del radical libre sustrato (R) que al unirse a un radical
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hidroxilo, generaria finalmente el producto hidroxilado (ROH). El aspecto mejor conocido es la
activacion del O, similar en todos los CYP450 (Klaassen y Watkins, 2001).

Las reacciones de biotransformacion de xenobioticos se refieren al conjunto de
procesos enzimaticos destinados a incrementar la hidrofilia (afinidad molecular con el agua) de
estos compuestos para facilitar su neutralizacion y eliminacion. Estos procesos se agrupan en
dos fases:

* Fase I: Catalizada principalmente por el sistema de monoxigenasas dependientes del
CYP450, donde los xenobidticos son transformados mediante reacciones de oxidacion,
reduccion o hidrélisis, y convertidos en productos mas hidrosolubles a causa de la
formacion de nuevos grupos funcionales polares (carboxilo, hidroxilo, amino).

* Fase llI: Participan una serie de transferasas que actian sobre los xenobiéticos, o los
metabolitos generados en las reacciones de la fase |, para combinarlos mediante
reacciones de conjugaciéon (glucuronoconjugaciéon, sulfonacion y acetilacion) con
moléculas enddgenas de caracter polar (acido glucurénico, sulfatos, acetatos, glutation
o algunos aminoacidos) para facilitar su transporte por el organismo y su rapida
excrecion.

El objetivo final es aumentar la solubilidad en agua de los compuestos y facilitar su
excrecion a través de la orina o la bilis (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Por otro lado, aunque la funcién principal de los P450s es participar en las reacciones
de desintoxicacion, también interviene en procesos de activacidbn metabdlica, compuestos
inertes y poco reactivos son transformados en otros que resultan toxicos para el organismo por
su reactividad quimica que causan dafio al DNA lo cual puede generarse por mecanismos de

mutagénesis y/o carcinogénesis (Rodriguez y Rodeiro, 2014; Wabhlang et al., 2015).

1.7 Uso de modelos biolégicos para determinar la contaminacién del agua
Respecto al estudio de agentes contaminantes, tradicionalmente el riesgo se habia valorado
por medio de cuantificacién de residuos quimicos en muestras de sitios afectados. Pero se ha
visto que este método tiene varias limitaciones respecto al costo, la limpieza de las muestras y
la correlacion entre el agente toxico y el porcentaje de captacion que puede tener el organismo
(Klaassen y Watkins, 2001).

Por estas razones, se emplean los biomarcadores. Un biomarcador o marcador
biologico es una sustancia empleada como indicador de un estado biolégico. En la toxicologia

genética es la alteracion inducida por xenobibticos en componentes 0 procesos, estructuras o
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funciones celulares o bioguimicas que es susceptible de mediciébn en un sistema o muestra
biologica (Klaassen y Watkins, 2001).

El impacto de las sustancias quimicas y de otros materiales antropogénicos sobre
ecosistemas acuaticos puede valorarse a varios niveles. Varian desde valoraciones en el
Laboratorio que proporcionan informacién toxicologica bajo regimenes estandarizados hasta
valoraciones del ecosistema entero. En ambos métodos es trascendental entender los
cambios temporales y espaciales en la calidad del agua y la concentracion de toxicos, y el
modo en que estos influyen sobre puntos terminales toxicolégicos medidos (Klaassen y
Watkins, 2001).

Los organismos acuaticos autdctonos (algas, peces, macroinvertebrados) completan
todo su ciclo de vida o la mayor parte del mismo en el agua, pueden servir como monitores
de la calidad del agua (Klaassen y Watkins, 2001).

Ademas de esto estan las pruebas de toxicidad aguda y crénica. El principio
fundamental bajo el que estan basados los ensayos de toxicidad es reconocer la respuesta
de los organismos a agentes toxicos dependiendo de la dosis a la que son expuestos. Asi, la
finalidad es determinar la relacion dosis-respuesta para la supervivencia. Por otro lado, estan
los estudios crénicos que evallan los efectos letales como el crecimiento, la supervivencia, el
comportamiento, los residuos en los tejidos o los efectos bioquimicos, en general estan
disefiados para determinar la concentracion del agente donde no se producen efectos
adversos. En el caso de los ensayos de toxicidad aguda, el agente se evalla por un periodo
corto de tiempo que va desde las 24 a las 96 horas (Hoffman et al., 2002).

Cuando se escoge a un organismo como modelo biolégico el fin es que al conocer su
biologia, estos hechos puedan extrapolarse a otros seres vivos. Los organismos llamados
modelo como el insecto Drosophila melanogaster, el nematodo Caenorhabditis elegans, el
mamifero Mus musculus entre otros comparten el hecho de que se conoce ampliamente su

genética y su biologia (Rodriguez-Arnaiz, 2003).

1.7.1 Drosophila melanogaster como modelo biolégico

Drosophila es un insecto conocido como mosca de la fruta o del vinagre. Es pequefia, mide
de 2 a 4 mm, generalmente de color amarillo palido y ojos rojos. El género Drosophila se
encuentra distribuido en todo el mundo, la mayoria de las especies se reproducen en varios
tipos de plantas en descomposicion y en material fingico (Ravi y Kar, 2014). Es un organismo

gue se ha empleado para el estudio de la actividad genotoxica de diversos compuestos
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guimicos. Entre las ventajas del uso de D. melanogaster como modelo bioldgico, estan su
corto ciclo de vida (aproximadamente 10 dias a 25°C), el medio de cultivo usado es barato y
las instalaciones para su crianza también (Graf y Singer, 1992).

Drosophila presenta dimorfismo sexual y esto permite una facil diferenciacion de sexos,
ademas tiene un ciclo de vida corto (10 a 12 dias) y su mantenimiento es de bajo costo. Es un
organismo ampliamente estudiado cuyo genoma esta completamente secuenciado (Ravi y Kar,
2014).

El plan corporal de Drosophila consiste en cabeza, térax y abdomen. Durante el
desarrollo multiples segmentos dan origen a la cabeza, tres constituyen el térax y ocho
segmentos forman el abdomen. La cabeza tiene antenas y tanto las patas como el par de alas

se originan en el segundo segmento del térax.

1.7.2 Taxonomia
Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila
Especie: Drosophila melanogaster

(Meigen, 1830)

1.7.3 Ciclo de vida

Una vez que el huevo es fecundado, el ciclo de vida de D. melanogaster consta de un periodo
de desarrollo conformado por cinco fases distintas: embrion, tres estadios larvarios y estadio
de pupa. La mosca adulta emerge del pupario 10 dias después de la fecundacion (Klug et al.,
2006).
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El periodo de desarrollo de D. melanogaster varia con la temperatura y humedad, por
ejemplo, el tiempo requerido para el desarrollo completo a 25° C es de 9 a 10 dias con 60%
de humedad. Las hembras pueden poner hasta 400 huevos. Los huevos que son de
aproximadamente 0.5 mm de largo, eclosionan después de 20-22 horas. Las larvas crecen
durante 3 dias aproximadamente mientras mudan a larvas de segundo y tercer estadio a las
24 y 48 horas después de la eclosion. La larva entra a la fase de pupa y sufre una
metamorfosis completa durante 4 dias y finalmente emerge la mosca adulta (Figura 7) (Raviy
Karl, 2014).

La organizacion completa del plan corporal de D. melanogaster deriva del plan
corporal de la larva, compuesto por la cabeza, los segmentos toracicos y el abdomen. Gran
parte de las estructuras larvales se degradan durante la fase de pupa y la mayoria de las
estructuras corporales del adulto se forman a partir de pequefias agrupaciones celulares
llamadas discos imaginales, formados durante los estadios larvarios. Hay 12 pares de discos
imaginales que son bilaterales los cuales dan origen a los ojos, antenas, patas, alas y un
disco genital (Klug et al., 2006).
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Figura 7. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Modificado de Ong et al., 2015.

1.8 Ensayo de Mutaciéon y Recombinacién Somatica (SMART) en ala de
Drosophila melanogaster

El ensayo de mutacion y recombinacién somatica in vivo (SMART, por sus siglas en inglés:
Somatic Mutation and Recombination Test) consiste en evaluar la genotoxicidad de un
compuesto. Este ensayo se realiza en D. melanogaster con marcadores localizados en los
tricomas del ala (Graf et al., 1984). Detecta la pérdida de la heterocigosis con base en unos
marcadores del ala, esta pérdida puede ser ocasionada por eventos de mutacion puntual,
deleciones, no disyuncion y recombinacion mitética (Marcos et al., 2014). De acuerdo con
varios autores, la mosca de la fruta es el organismo ideal cuando se trata de detectar
compuestos con actividad mutagénica (Graf y Singer, 1992).

Este ensayo es muy util cuando se trata de determinar el potencial genotoxico de
compuestos quimicos. Ademas, la recombinacion mitdtica se asocia con algunos procesos de
iniciacion del cancer (Marcos et al., 2014). También se ha empleado para la deteccion de

genotoxicidad de diferentes agentes como radiacion, metales, compuestos quimicos, extractos
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de plantas, drogas, pesticidas, diferentes tipos de contaminantes, nanoparticulas, entre otros
(Marcos et al., 2014).

El método consiste en emplear organismos trans-heterocigotos para marcadores
recesivos ubicados en el brazo izquierdo del cromosoma 3. Uno de ellos es multiple wing hair
(mwh) en la posicién 0.3 y flare (fIr) en la posicion 38.8. Ambos marcadores contienen
mutaciones que si se expresan, afectan la diferenciacion final de los tricomas del ala (Graf et
al., 1984). La mutacion mwh es recesiva y viable en condiciébn homocigota, su expresion
fenotipica se caracteriza por la aparicion de tres o mas tricomas en cada célula (Marcos et al.,
2014). Por otro lado, la mutacion fir®, es recesiva y letal en condicién homocigota en la linea
germinal, pero no en células somaticas. Por ello es necesario el gen balanceador TM3, que
se caracteriza por contener multiples inversiones (Graf et al., 1984). El fenotipo flare es muy
variable, pero en general se caracteriza por una deformacién de los tricomas (Marcos et al.,
2014).

Eventos como la mutacién puntual, delecién y la no disyunciéon pueden formar una
mancha sencilla (fr o mwh), mientras que un evento de recombinacion puede causar
manchas flr y mwh (mancha gemela) (Figura 8). El registro de la frecuencia y el tamafio de
los diferentes puntos permite una deteccion cuantitativa de los eventos mutagénicos y
recombinogénicos (Graf et al., 1984). Las manchas mutantes se clasifican de cierta forma:
pequefias (1-2 células afectadas), manchas grandes (mas de 3 células afectadas) y mancha

gemela (células que presenten los dos marcadores; fIr’ y mwh) (Marcos et al., 2014).
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Evento ‘ Resultado
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Figura 8. Eventos genéticos detectables en el ensayo SMART empleando los marcadores flIr y mwh.
(Dibujo de Diana Patricia Ascencio Gorozpe).

Las larvas de D. melanogaster poseen una gran actividad metabdlica, lo que les permite la
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activacion de muchos xenobioticos (Graf et al., 1984). En este ensayo se emplean dos tipos
de cruzas; la Estandar (ST) y la de Alta Bioactivacion (HB). La cruza estandar proviene de
machos mwh con hembras flr¥/TM3/Ser, mientras que la cruza de alta bioactivacién consiste
en la cruza de machos mwh con hembras ORR-flr¥y/TM3/Ser. La cepa ORR es una cepa
resistente al DDT, y se caracteriza por tener elevados niveles de expresion constitutiva de los
citocromos P450, que en D. melanogaster son responsables del metabolismo de xenobidticos,
lo que facilita la deteccion de promutagenos y procarcinégenos dada la eficiente
biotransformacién de estos compuestos (Graf y van Schaik, 1992).

La cruza de alta bioactivacion se desarrollé con el fin de detectar mutdgenos que
requieren ser metabolizados por los citocromos P450 (Graf y van Schaik, 1992). Se ha visto
gue un gran nimero de promutagenos incrementan su genotoxicidad cuando son probados en
la cruza de alta bioactivacion en comparacién con la cruza estandar (Graf y Singer, 1992). D.
melanogaster ha demostrado ser muy Util en para detectar compuestos mutagénicos y
carcinogénicos gue requieren ser biotransformados (Marcos et al., 2014).

El disco imaginal del ala es una estructura en forma de saco unida a la epidermis larval
y compuesta de dos capas epiteliales: epitelio columnar y un epitelio peripodial. Los discos
imaginales son los precursores del térax y las alas del cuerpo adulto de la mosca, se
desarrollan internamente durante la metamorfosis. Durante la fase tardia de pupa el epitelio
peripodial degenera pero sirven como guia para proveer el patron del epitelio columnar para
formar al térax y las alas del adulto (Figura 9) (Wang et al., 2012) . En este ensayo se expone
a las larvas de D. melanogaster, ya que las células estdn destinadas a desarrollarse en
diferentes estructuras al alcanzar el estadio adulto. Si el agente induce una mutacion en una
de las células que se desarrollan durante el estadio larvario sera detectado en los tricomas de
las alas (Graf et al., 1984).
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Figura 9. Esquema de una larva de tercer estadio de Drosophila melanogaster en la que se sefalan
sus discos imaginales (lado izquierdo) y la estructura a la que dan origen al alcanzar la etapa adulta
(lado derecho).

El uso del ensayo SMART para evaluar muestras de agua se ha empleado antes por otros
autores, un ejemplo fue un estudio realizado en el Rio Cai de Brasil para evaluar agua
superficial que estaba bajo la influencia de descargas industriales y en una zona urbana,
demostrando su sensibilidad para detectar contaminacion por descargas industriales vy
urbanas (Do Amaral et al., 2006). Ademas, anteriormente Drosophila ha sido considerado un
buen candidato para monitorear la genotoxicidad ambiental de distintos contaminantes
(Moraes et al., 2007; de Santana, 2018).
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2. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la cuenca hidroldégica del Rio Amajac presenta altos niveles de
contaminantes, que sobrepasan los permitidos por la Norma Oficial Mexicana. La presa “La
Estanzuela” pertenece a esta cuenca y abastece a las colonias de Pachuca y Mineral del
Chico, para el consumo de agua y podria tener efectos nocivos para la salud de las personas
gue habitan la zona. Se ha demostrado que Drosophila melanogaster es un buen modelo para
estudiar cuerpos de agua, en este estudio en particular se va utilizar la mosca de la fruta para

evaluar los efectos genotoxicos en muestras de la presa “La Estanzuela”.

3. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la genotoxicidad del agua de la presa “La Estanzuela” a través del Ensayo de

Mutacion y Recombinacién Somatica (SMART) en alas de Drosophila melanogaster.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

-Evaluar si el agua de la Presa “la Estanzuela” es genotoxica.

-Evaluar si existen diferencias en el potencial genotdxico entre el agua superficial y el agua
profunda de la presa y entre las temporadas de lluvias y secas.

-Determinar si los compuestos presentes en el agua de la presa dependen de una activacion
metabdlica en D. melanogaster, por medio del ensayo SMART en ala usando la Cruza
Estandar (ST) y la Cruza de Alta Bioactivacion (HB).

-Realizar un andlisis fisicoquimico y un analisis quimico de las muestras de agua de la Presa

“La Estanzuela”

5. HIPOTESIS

1. Siel agua de la Presa “La Estanzuela” es genotoxica, entonces se vera reflejado en un
aumento significativo en la frecuencia de manchas fIr’ y mwh con respecto al control
negativo en el Ensayo de Mutacién y Recombinacién Somatica (SMART).

2. Si hay diferencias entre la genotoxicidad del agua superficial y profunda, la frecuencia
de manchas sera significativamente distinta entre las muestras de agua.

3. Si existen diferencias en el potencial genotéxico entre los muestreos de lluvias y secas,
habra una diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de manchas de los

tres muestreos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestreo de la Presa “La Estanzuela”

Figura 10. Fotografia de uno de los muestreos realizados en la Presa “La Estanzuela”.

Con el fin de determinar si existen diferencias en la estacionalidad y la profundidad, se
realizaron 3 muestreos diferentes en temporadas de secas y lluvia. Ademds, en cada
muestreo se recolecté agua superficial y profunda. Los tres muestreos se realizaron con la
colaboracién de la Dra. Claudia Coronel Olivares del Centro de Investigaciones Quimicas de
la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

El primer muestreo se realiz6 el 20 de junio de 2017. Se colectaron muestras de agua
superficial (44 cm) y profunda (66 cm). Las muestras fueron colectadas en frascos de vidrio
de 300 mL previamente esterilizados.

El segundo muestreo se llevé a cabo el 27 de octubre de 2017, se realizd el mismo

procedimiento que en el primer muestreo, agua superficial (30 cm) y agua profunda (70 cm).
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El tercer muestreo fue hecho el 6 de abril de 2018, se recolectdé agua superficial (30
cm) y agua profunda (70 cm).

Todos los muestreos fueron realizados con un medidor multiparametro portatil HI 9828
marca Hanna que registré diferentes variables: temperatura, pH, oxigeno disuelto (mg/L),
conductividad (uSiemens/cm), solidos disueltos totales (mg/L) y salinidad (UPS).

Google Earth

2742 m  akt. ojo 3.01 km

Figura 11. Imagen satelital donde se indica el sitio de los tres muestreos realizados en la Presa “La
Estanzuela”.

6.2 Concentracion letal media (CLso)

Con el fin de establecer las concentraciones usadas para el estudio de la genotoxicidad del
agua de la presa “La Estanzuela”, se determind la concentracion letal media (CLs). Para esto
se evalud la supervivencia de individuos provenientes de las cruzas fir* x mwh y ORR-fIr® x
mwh, que fueron expuestas a las muestras de agua superficial y profunda de la presa en
concentraciones de 50% y 100% (1:1 agua destilada). Este procedimiento se realizd para los
tres muestreos. Se colocaron larvas de tercer estadio (10 larvas por concentracion con tres
réplicas) en viales con 0.5 g de medio de cultivo instantdneo Carolina hidratado con 2 mL de

las concentraciones del agua de la presa y como control negativo se usé agua destilada.
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Después de 1 semana, cuando emergieron los adultos, se cuantificé el nimero de individuos

de cada vial y se comparo la frecuencia entre los grupos tratados y el control.

6.3 Cepas

Para este ensayo se usaron las cepas flIr’, ORR- flI’ y mwh. Se realizaron dos cruzas: 1)
cruza estandar (ST) de hembras virgenes flr® /TM3, Bd** con machos mwh/ mwh 2) cruza de
alta bioactivaciéon (HB) de hembras virgenes ORR/ ORR; flr¥/TM3, Bd*" con machos mwh/

mwh.

6.4 Protocolo del ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster
6.4.1 Cruzas

Se trabaj6 con la cruza estandar (ST): fiP x mwh y la de alta bioactivacion (HB): ORR-fIr* x
mwh. Para la cruza estandar se cruzaron hembras virgenes fIr* con machos mwh; mientras
gue para la cruza de alta bioactivacién se cruzaron hembras virgenes ORR-flr? con machos
mwh.

Las cruzas se mantuvieron en frascos de vidrio con medio de cultivo; hembras y machos de
ambas cruzas se colocaron en una proporcion de 2:1 respectivamente; y se mantuvieron a

temperatura ambiente (~25°C).

6.4.2 Colecta de huevos

Se realiz6 la colecta de huevos 3 dias después de realizar las cruzas. Para esto, todas las
moscas provenientes de las cruzas estandar (ST) y de alta bioactivacién (HB) se trasvasaron
a frascos con medio de cultivo estandar suplementado con levadura fresca y sacarosa, con el
fin de fomentar la ovoposicion de las hembras. Los frascos se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 6 horas. Después de transcurrido ese tiempo, las moscas se regresaron a

sus frascos originales.

6.4.3 Tratamiento

El tratamiento se realizdé después de 3 dias de haber hecho la colecta de huevos, una vez
qgue las larvas habian llegado al tercer estadio (72+3 h). Se extrajeron las larvas de los
frascos con levadura por medio de un gradiente de concentracién dado por sacarosa al 20%

y una malla de nylon.
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Las larvas fueron depositadas en frascos que contenian 3 g de medio de cultivo instantaneo
Carolina hidratado con 15 mL de las distintas concentraciones de agua (100 y 50%) profunda y
superficial. Se utiliz6 agua destilada como control negativo y uretano 10 mM como control
positivo. Cada concentracion y control se realizé por triplicado. Los frascos se almacenaron a
una temperatura de 25°C con una humedad de 60-70% hasta que las larvas alcanzaron la

etapa adulta. Finalmente, los individuos fueron fijados en etanol al 70% en viales de 15 mL.

6.4.4 Elaboracion de laminillas

Para la observacion de las alas de individuos trans-heterocigotos se montaron las alas en
portaobjetos. Estas se disectaron con unas pinzas finas y se colocaron en un portaobjetos con
ayuda de una solucién Fauré (30 g de goma arabiga, 20mL de glicerol, 50 g de Hidrato de
cloral y 50 mL de agua). Se colocaron las alas de 20 individuos: 10 hembras y 10 machos en
tres laminillas por cada concentracién y grupos control (Figura 11). Posteriormente, se dejé
secar las preparaciones en un horno con una temperatura de 50° por al menos 24 horas, se

colocé el cubreobjetos con solucién Fauré y se sellé con esmalte de ufias.
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Figura 12. Orden de las alas en una laminilla. Tomado de Carballo-Ontiveros (2010)
6.4.5 Analisis de laminillas

Cada laminilla se observo al microscopio éptico a un aumento de 40x (120 alas analizadas por
concentracion y grupos control). Para el analisis se leyeron tres laminillas por concentracion y

grupos control. Se observé el fenotipo de los tricomas de los 7 sectores en los que se divide el
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ala (Figura 12). Se consider6 una mancha mwh a una célula con 3 o0 mas tricomas y solo se
tomaba en cuenta una célula con 2 tricomas en caso de que estuviera junto a un conjunto de
células con 3 tricomas; ademas de que se consideré como parte de una mancha a aquellas
células que no estuvieran separadas por mas de tres células con tricomas normales de
distancia respecto a la mancha.

Se registré la frecuencia de manchas fI* y mwh de cada ala, y la aparicion de manchas

gemelas (Figura 13) en todos los grupos tratados y los controles.

Figura 13. Esquema del ala de D. melanogaster, se muestran las regiones en que se divide y las
flechas indican la direccidn en que se analiza al microscopio. Tomado de Carballo-Ontiveros, (2010).

F
i
.

a) Mancha sencilla mwh b) Mancha sencilla fir® ¢) Mancha gemela

Figura 14. Fotografias tomadas al microscopio a 40x que muestran los fenotipos mwh vy fIr’ que pueden
encontrarse en el andlisis de las alas. Ademas, se muestra el fenotipo de una mancha gemela. (ay b
Fotografias de Diana Patricia Ascencio Gorozpe; figura ¢ tomada de Rodrigues de Andrade et al,
2004).

6.4.6 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con ayuda del programa estadistico SMART V. 2.0. Se tomé en

cuenta el nimero de manchas gemelas encontradas, el tamafio de la mancha (pequefia si
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presenta maximo 2 células afectadas y grande si es mayor a 2 células afectadas) y la
frecuencia total de manchas obtenidas en cada concentracion. El andlisis estadistico compara
los grupos tratados con el control negativo. El programa estadistico SMART V.2.0 esta basado
en una prueba no paramétrica de x? cuadrada para proporciones y cuenta con un nivel de

significancia de 0.5.

6.5 Analisis quimico

Se realizé en el Laboratorio de Evaluacion de Riesgo Ambiental de la Facultad de Ciencias
(UNAM) con la colaboracion del Dr. Rodolfo Omar Arellano Aguilar y la M. en Ciencias Mara
Jessica Zamora Almazan. Por medio de un fotobmetro multiparamétrico version HI83099 de
marca HANNA® se analizé la presencia de los metales (aluminio, zinc, niquel, cromo y cobre)
ademas de ortofosfatos y amoniaco.

Para la medicién de los metales se usaron kits quimicos y el método de medicién fue de tipo
colorimétrico. Es decir, se usaron kits para cada uno de los metales y demas compuestos, lo
cual caus6 una coloracién especifica si el metal estaba presente en la muestra de agua.
Finalmente, con el fotbmetro se midi6 la cantidad presente del metal o compuesto en la

muestra.
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7. RESULTADOS

7.1 Muestreos datos fisicoquimicos

Con el multiparametros se obtuvieron datos de la temperatura, pH, potencial de O6xido

reduccion, oxigeno disuelto, conductividad, sélidos disueltos totales y salinidad. En la mayoria

de los parametros registrados los datos fueron muy similares (Tabla 12).

Tabla 12. Datos de los parametros fisico-quimicos del agua de los diferentes muestreos.

Profundidad *C pH ORP OD mg/L C uS/cm SDT mg/L Salinidad
ppm
PRIMER MUESTREQO: junio de 2017; lluvias
44 cm 19.51 8.75 201.9 15.50 136 68 0.06
66 cm 19.62 8.80 207.0 8.79 128 64 0.06
SEGUNDO MUESTREO: octubre de 2017; secas
30 cm 16.03 9.30 177.7 5.84 108 54 0.05
70 cm 16.98 9.61 149.2 7.83 112 56 0.05
TERCER MUESTREO: abril de 2018; lluvias
30 cm 17.10 9.54 180.8 5.98 119 60 0.06
70 cm 17.09 9.51 181.2 5.28 117 59 0.05

* Parametros Temperatura (°C), pH, Potencial de Oxido Reduccion (ORP), oxigeno disuelto (mg/L),

conductividad (uS/cm), solidos disueltos totales (SDT mg/L) y salinidad (ppm).

7.2 Concentracion letal media (CLso)

7.2.1 Cruza estandar (ST)

En el caso del primer muestreo (lluvias), los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la

cruza estandar fueron entre 80-95%, siendo menor en la concentracion de 100% de agua

superficial. En el segundo muestreo los porcentajes de supervivencia estuvieron entre 86-

97%, mientras que para el tercer muestreo la supervivencia estuvo en un rango de 93-95%

(Tabla 13).
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Tabla 13. Porcentaje de sobrevivencia de la cruza estdndar (machos mwh por hembras fir¥) de
Drosophila melanogaster de los tres muestreos de agua superficial y profunda en las concentraciones
de 50 y 100% de la Presa “La Estanzuela”.

Cruza estandar (ST)

PRIMER MUESTREO (lluvias; junio de 2017)

Concentracion Sobrevivencia (%)
superficial 100 % 80
50 % 96
profunda 100 % 96
50 % 95

SEGUNDO MUESTREO (secas; octubre de 2017)

superficial 100 % 97
50 % 93
profunda 100 % 86
50 % 97

TERCER MUESTREO (lluvias;

abril de 2018)

superficial 100 % 95
50 % 96
profunda 100 % 93
50 % 94

7.2.2 Cruza de Alta Bioactivacion (HB)

En el primer muestreo, el menor porcentaje de sobrevivencia fue de 95% en agua superficial al
50% y agua profunda al 100%. En el segundo muestreo, el porcentaje de sobrevivencia en la
cruza de alta bioactivacién estuvo en un intervalo entre el 87 y 95%. En el tercer muestreo, la
sobrevivencia estuvo en un intervalo de 95-98% en todas las concentraciones de agua

superficial y profunda (Tabla 14).
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Tabla 14. Porcentaje de sobrevivencia de la cruza de alta bioactivacion (machos mwh por hembras
ORR-fir¥) de Drosophila melanogaster de los tres muestreos de agua superficial y profunda en las
concentraciones de 50 y 100% de la Presa “La Estanzuela”.

Cruza de Alta Bioactivacion (HB)

PRIMER MUESTREO (lluvias; junio de 2017)

Concentracion Sobrevivencia (%)
superficial 100 % 98
50 % 95
profunda 100 % 95
50 % 100

SEGUNDO MUESTREO (secas; octubre de 2017)

superficial 100 % 94
50 % 90
profunda 100 % 95
50 % 87

TERCER MUESTREO (lluvias; abril de 2018)

superficial 100 % 96
50 % 98
profunda 100 % 95
50 % 98

Debido a que en ninguna de las concentraciones se registré un efecto citotoxico que resultara
en una supervivencia inferior al 50%, se tomo6 la decision de seguir empleando las
concentraciones de 50 y 100% para evaluar la genotoxicidad de la Presa “La Estanzuela”.

Por lo tanto, no fue posible establecer la Concentracion Letal Media (CLso)

7.3 Andlisis estadistico del ensayo SMART en ala

7.3.1 Cruza Estandar (ST)

De las muestras del primer muestreo (lluvias), el andlisis estadistico fue positivo en agua
superficial y profunda al 100% con manchas pequefias, mientras que con las concentraciones
del 50% de agua superficial y profunda, el analisis fue negativo. En el caso de manchas

grandes y gemelas, los resultados fueron negativos para todas las concentraciones. De igual
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forma, en manchas totales los resultados fueron positivos en agua superficial y profunda al
100% (Tabla 15 y Gréafica 1).

Tabla 15. Andlisis estadistico de la cruza estandar del primer muestreo (lluvias) realizado el 20 de junio
de 2017.

Agua destilada 60 0.38 (23) 0.07 (4) 002(1) | 0.47(28) 1.96
uretano 10mM g 1.95 (117) +  0.27 (16)+ | 0.00 (0)- | 2.22 (133)+ | 1.65
Superficial

100% 60 073 (44)+ | 0.10(6)- | 002(1)- 085(Bl)+ | 167
Superficial 50% g 0.48 (29)- | 0.08(5) - 0.02(1)- 058(35)- | 174
Profunda 100% g 070 (42)+ 0.03(2)- | 002(1)- | 075(45)+ 151
Profunda 50%  gq 0.38 (23)-  0.03(2)- 0.02 (1) - | 0.46(23)- 1.42

Diagnostico estadistico/Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wurgler (1988): (+) positivo, (-) negativo,
(i) inconcluyente. Nivel de probabilidad a=0.05.

Gréfica 1. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa “La Estanzuela”, proveniente del Primer muestreo (lluvias) realizado
en junio de 2017. Probado en la Cruza Estandar (ST) con concentraciones de 50 y 100% de agua
superficial y profunda, usando agua destilada y uretano 10 mM como controles negativo y positivo,
respectivamente.
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En el caso del segundo muestreo, el andlisis estadistico en la categoria de manchas
pequefias fue positivo en agua superficial y profunda al 100%. Por otro lado, en manchas
pequefias y gemelas los resultados fueron negativos en todas las concentraciones de agua
superficial y profunda. En el caso de manchas totales, los resultados fueron positivos en agua
superficial y profunda al 100% (Tabla 16 y Grafica 2).

Tabla 16. Andlisis estadistico de la cruza estandar (ST) del Segundo muestreo (secas) realizado el 27
de octubre de 2017.

Concentracién y numero  manchas manchas manchas total de media  por
control de pequefas (1- grandes (> 2 gemelas manchas ciclo de
moscas 2 células) células) division
celular
Agua destilada | 60 0.38 (23) 0.07 (4) 0.02 (1) 0.47 (28) 1.96
uretano 10 mM 60 1.95 (117) + 0.27 (16) + 0.00 (0) - 2.22(133) + |1.65
superficial 100% 60 0.63(38)+ |0.12(7) - 0.05 (3) - 0.80 (48) + |1.92
superficial 50% 60 0.33(20) - 0.10 (6) - 0.02 (1) - 0.45 (27) - 2.19
profunda 100% 60 0.63(38) + |0.08 (5) - 0.02 (1) - 0.73 (44)+ 1.68
profunda 50% 60 0.43 (26) - 0.10 (6) - 0.03 (2) - 0.57(34) - 1.79

Diagnostico estadistico/Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988): (+) positivo, (-)

negativo, (i) inconcluyente. Nivel de probabilidad a=0.05.
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Frecuencia relativa por tipo de manchas
Presa La Estanzuela (Segundo muestreo)

Cruza ST

B manchas pequefias

B manchas grandes
manchas gemelas

 total de manchas

Frecuencia relativa

Agua destilada Super 100%  Super 50% Prof 100% Prof 50% Uretano 10
mM

Concentraciones y controles

Gréfica 2. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa la Estanzuela, proveniente del Segundo Muestreo (secas) realizado
en octubre de 2017. Probado en la Cruza Estandar (ST) con concentraciones de 50% y 100% de agua
superficial y profunda, usando Agua Destilada y Uretano 10 mM como controles negativo y positivo,
respectivamente.

En el caso del tercer muestreo, el andlisis estadistico para la categoria de manchas
pequenfas fue positivo en agua superficial y profunda al 100%. En el caso de las categorias de
manchas grandes y gemelas, los resultados fueron negativos en todas las concentraciones de
agua superficial y profunda. Por Ultimo, para la categoria de total de manchas, los resultados
fueron positivos en agua superficial y profunda al 100% (Tabla 17 y Gréfica 3).

Tabla 17. Cruza estandar (ST) de las muestras de agua del tercer muestreo (lluvias) realizado el 6 de
abril de 2018.

., , media or

Concentracion ' numero de manch~as FEETES manchas total de| . P
pequefas grandes (>2 ciclo de

y control moscas (1-2 células) | células) gemelas manchas e

celular

Agua destilada | 60 0.38 (23) 0.07 (4) 0.02 (1) 0.47 (28) 1.96

uretano 10 mM | 60 1.95(117) + |0.27 (16) + |0.00 (0) - 222 (133)+ |1.65

superficial 60 0.62 (37)+ |0.08 (5) - 0.05 (3) - 0.75 (45) + |1.87

100%

superficial 50% | 60 0.33(20)- |0.10 (6) - 0.02 (1) - 0.45(27)- |2.19
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profunda 100% 60 0.63(38)+ [0.08(5)- 10.02(1)- |0.73(44)+ 1.68

profunda 50% | 60 0.42(25)- |0.10(6)- |0.03(2)- |0.55(33)- |1.82

Diagnostico estadistico/Analisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988): (+) positivo, (-)
negativo, (i) inconcluyente. Nivel de probabilidad a=0.05.

Grafica 3. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa la Estanzuela, proveniente del Tercer Muestreo (lluvias) realizado
en abril de 2018. Probado en la Cruza Estandar (ST) con concentraciones de 50% y 100% de agua
superficial y profunda, usando Agua Destilada y Uretano 10 mM como controles negativo y positivo,
respectivamente.

7.3.2 Cruza de Alta Bioactivacion (HB)

En el primer muestreo el andlisis estadistico se obtuvieron resultados positivos en la
categoria de manchas pequefias en todas las concentraciones de agua superficial y
profunda. En la categoria de manchas grandes y gemelas, los resultados fueron negativos en
todas las concentraciones. Finalmente, para el caso de total de manchas, los resultados
fueron positivos en todas las concentraciones de agua superficial y profunda (Tabla 18 y
Gréfica 4).
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Tabla 18. Andlisis estadistico de la cruza de alta bioactivacion (HB) del primer muestreo (lluvias)
realizado el 20 de junio de 2017.

Concentracién y
control

Agua destilada
Uretano 10 mM

Superficial
100%

Superficial 50%
Profunda 100%
Profunda 50%

Numero de Manchas Manchas
moscas pequefas grandes (>2

60
60
60

60
60
60

(1-2 células) @ células)

0.25 (15) 0.10 (6)
1.65(99) + | 0.20 (12)
0.80 (48) + | 0.05 (3)-

057 (34)+ | 0.12(7)-
0.55(33)+ | 0.10 (6) -
0.82 (49) + | 0.05 (3) -

Manchas
gemelas

0.02 (1)
0.05 (3)
0.00 (0) -

0.00 (0)-
0.02 (1) -
0.02 (1)-

Total de Media de

manchas ciclo por
division
celular

0.37 (22) 1.95

1.90 (114) + | 1.69

0.85(51) + | 1.50

0.68 (41)+ | 1.76
0.67 (40) + | 1.92
0.88 (53)+ | 1.53

Diagnostico estadistico/Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988): (+) positivo, (-) negativo,

(i) inconcluyente. Nivel de probabilidad a=0.05.

Frecuencia relativa

Agua destilada Super 100%  Super 50%  Prof 100% Prof 50%

Frecuencia relativa por tipo de manchas
Presa La Estanzuela (Primer muestreo)
Cruza HB

Concentraciones y controles

B manchas pequefias
¥ manchas grandes

manchas gemelas
M total de manchas

Uretano 10 mM

Gréfica 4. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa “La Estanzuela”, proveniente del Primer Muestreo (lluvias) realizado
en junio de 2017. Probado en la Cruza de Alta Bioactivacion (HB) con concentraciones de 50% y 100%
de agua superficial y profunda, usando Agua Destilada y Uretano 10 mM como controles negativo y

positivo respectivamente.

En el caso del segundo muestreo, en la categoria de manchas pequefias, el analisis

estadistico fue positivo en agua superficial al 50 y 100%, y en agua profunda al 100%. En el

caso de manchas grandes y gemelas, los resultados fueron negativos en todas las
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concentraciones. Respecto a la categoria de total de manchas, los resultados fueron positivos

en las concentraciones de 100% de agua superficial y profunda (Tabla 19 y Gréfica 5).

Tabla 19. Analisis estadistico de la cruza de Alta Bioactivacion (HB) del segundo muestreo (secas)
realizado el 27 de octubre de 2017.

Concentracién Ndmero manchas manchas manchas total de media  por

y control de moscas pequefias grandes (> gemelas manchas ciclo de
(1-2 células) | 2 células) division

celular

Agua destilada | 60 0.25 (15) 0.10 (6) 0.02 (1) 0.37 (22) 1.95

Uretano 10 mM | 60 1.65 (99) + 0.20 (12) 0.05 (3) 1.90 (114) + | 1.69

Superficial 60 0.53(32) + 0.08 (5)- | 0.03(2)- 0.65(39)+ | 1.90

100%

Superficial 50% | 60 0.45 (27) + 0.05(3)- | 0.00 (0) 0.50 (30) - 1.57

Profunda 100% | 60 0.62 (37) + 0.13 (8)- 0.07 (4) - 0.82 (49)+ 2.02

Profunda 50% 60 0.35(21) - 0.07 4)- | 0.03(2)- 0.45 (27) - 1.96

Diagnostico estadistico/Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)

negativo, (i) inconcluyente. Nivel de probabilidad o=0.05.

: (+) positivo, (-)

Gréfica 5. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa la Estanzuela, proveniente del Segundo Muestreo (secas)
realizado en octubre de 2017. Probado en la Cruza de Alta Bioactivacion (HB) con concentraciones de
50% y 100% de agua superficial y profunda, usando Agua Destilada y Uretano 10 mM como controles
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negativo y positivo respectivamente.

En el caso del tercer muestreo, el andlisis estadistico fue positivo en la categoria de manchas
pequefas en agua superficial y profunda al 100%. En el caso de manchas grandes y gemelas,
los resultados fueron negativos en todas las concentraciones. Al igual que en manchas
pequefas, para la categoria de manchas totales, el andlisis fue positivo en agua superficial y
profunda al 100% (Tabla 20 y Grafica 6).

Tabla 20: Andlisis estadistico de la cruza de alta bioactivacién (HB) del tercer muestreo (lluvias)
realizado el 6 de abril de 2018.

Concentracion ndmero manchas manchas manchas | total de media por

y control de pequefias grandes (> gemelas manchas ciclo de
moscas (1-2 células) @ 2 células) division

celular

Agua destilada | 60 0.25 (15) 0.10 (6) 0.02 (2) 0.37 (22) 1.95

uretano 10 mM | 60 1.65 (99) + 0.20 (12)- | 0.05(3)- | 1.90(114)+ | 1.69

Superficial 60 0.53(32) + 0.08(5)- | 0.03(2)- | 0.65(39)+ 1.90

100%

Superficial 50% | 60 0.43 (26) - 0.05(3)- | 0.00 (0) 0.48 (29)- 1.59

Profunda 100% | 60 0.62 (37) + 0.13(8)- | 0.07 (4)- | 0.82 (49)+ 2.02

Profunda 50% 60 0.35 (21)- 0.07 (4)- 0.03(2)- | 0.45(27) - 1.96
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Diagnostico estadistico/Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988): (+) positivo, (-)
negativo, (i) inconcluyente. Nivel de probabilidad a=0.05.

Gréfica 6. Frecuencia relativa por tipo de manchas (pequefias, grandes, gemelas y manchas totales)
encontradas en el agua de la Presa la Estanzuela, proveniente del Tercer muestreo (lluvias) realizado
en abril de 2018. Probado en la Cruza de Alta Bioactivacion (HB) con concentraciones de 50% y 100%
de agua superficial y profunda, usando Agua Destilada y Uretano 10 mM como controles negativo y
positivo, respectivamente.

Resumiendo lo anterior, para el caso de la Cruza Estandar, los resultados fueron positivos en
los tres muestreos para agua superficial y profunda en la concentracion de 100%. En cambio,
en la concentracion de 50% los resultados fueron negativos en los tres muestreos. Para el
caso de la cruza de Alta Bioactivacion, solo en el primer muestreo el analisis estadistico fue
positivo en todas las concentraciones de agua superficial y profunda. En el segundo y tercer
muestreo, los resultados fueron positivos solo en la concentracion de 100% de agua
superficial y profunda (Tabla 21 y gréaficas 7 y 8)
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Tabla 21. Analisis estadistico del Ensayo SMART en los tres muestreos de la Cruza Estandar (ST) y la
Cruza de Alta Bioactivacion (HB).

1° muestreo 2° muestreo 3° muestreo
(lluvias) (secas) (lluvias)
Cruza Estandar (ST)
Superficial 100% + + +
Superficial 50% - - N
Profundidad 100% + + +
Profundidad 50% - - -
Cruza de Alta Bioactivaciéon (HB)
Superficial 100% + + +
Superficial 50% + - N
Profundidad 100% + + +
Profundidad 50% + - -
+:positivo -:negativo

Gréfica 7. Frecuencia relativa del total de manchas observadas en el analisis estadistico del ensayo
SMART para la cruza estandar (ST) de los tres muestreos de la Presa “la Estanzuela” de agua
superficial y profunda al 100 y 50%.
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Gréfica 8. Frecuencia relativa del total de manchas observadas en el andlisis estadistico del ensayo
SMART para la cruza de alta bioactivacion (HB) de los tres muestreos de la Presa “la Estanzuela” de
agua superficial y profunda al 100 y 50%.

7.4 Analisis quimico de las muestras de agua

Ademas del analisis quimico que se realiz6 en las muestras de agua, se obtuvieron datos de

algunos paradmetros fisicoquimicos (Tabla 22).

Tabla 22. Datos de los parametros fisicoquimicos registrados con las muestras que fueron sometidas al

analisis quimico.

Profundidad pH Temperatura Conductividad SDT* (ppm) OD** (mglL)
(C°) (ns)
30 cm 5.67 11.12 183-135 92 8.33
30 cm 5.33 10.48 181- 131 90 8.90
70 cm 5.29 10.18 182- 131 91 8.67
70 cm 5.19 11.37 180-133 90 7.57

*Solidos disueltos totales

**Oxigeno disuelto
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En las muestras de agua superficial (30 cm) y profunda (70 cm) de la Presa “La Estanzuela”
que fueron medidas con un fotdmetro se detectd la presencia de aluminio, niquel, cromo y
cobre, donde solo el aluminio y el cobre fue detectado en agua superficial y profunda (Tabla
23).

Tabla 23. Concentraciones de metales encontradas en el andlisis quimico de las muestras de agua
provenientes de las Presa “La Estanzuela”

Profundidad Ortofosf | NH;* Al* Zn* Ni* Cr* Cu~
atos
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
30 cm 2.1 0.43 ND ND ND 0.01 ND
30 cm 1.4 0.47 0.35 ND ND ND 0.225
70 cm 1.2 ND 0.32 ND 0.01 0.01 0.91
70cm 1.1 0.48 0.31 ND ND ND 0.87

*NHs;: Amoniaco, Al: Aluminio, Zn: Zinc, Ni: Niquel, Cr: Cromo, Cu: Cobre
ND=No detectado

De acuerdo a los datos encontrados, se hizo una tabla comparativa de las concentraciones de
metales detectadas en las muestras de agua y de los limites maximos permisibles que se
encuentran incluidos en el Proyecto de Modificacién de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996 y la NOM -127-SSA1-1994 (Tabla 24).

Tabla 24. Comparacion entre las concentraciones de metales detectadas en las muestras de agua de la

Presa “La Estanzuela” de agua superficial (30 cm) y profunda (70 cm) y los limites maximos permisibles
de acuerdo a la NOM -127-SSA1-1994 y la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

Metales Profundidad de muestras de agua NOM-127- PROY-NOM-
SSA1-1994 001-
(mg/L) SEMARNAT-
2017
30 cm 30 cm 70 cm 70 cm
Aluminio ND 0.35 0.32 0.31 0.2
Niquel ND* ND* 0.01 ND* 4
Cromo 0.01 ND* 0.01 ND* 0.05 15
Cobre ND* 0.225 0.91 0.87 2 6

ND:no detectado
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8. DISCUSION

Como ya se menciond, la Presa “La Estanzuela” es un cuerpo de agua que abastece a las
colonias altas de Pachuca y Mineral del Chico, del cual (Alvarez et al., 2008) se ha reportado
que hay presencia de metales que pueden ser nocivos para la salud. En este trabajo se usé
el Ensayo de Mutacion y Recombinacion Somética (SMART) en alas de Drosophila
melanogaster para determinar si las muestras de agua de la Presa “La Estanzuela” tenian un
efecto genotdxico sobre este organismo. Para ello se realizaron tres muestreos en diferentes
épocas del afio y se tomaron muestras de agua superficial y profunda. También se realiz6 un

analisis quimico de las muestras de agua para detectar la presencia de metales.

8.1 Parametros fisicoquimicos

Respecto a los parametros fisicoquimicos que se tomaron durante los muestreos, estos
fueron muy similares entre los tres muestreos a pesar de ser tomados en distintas estaciones
del afio. Algunos de estos parametros se encuentran incluidos dentro de la Norma Oficial
Mexicana NOM-127-SSA1-1994 “Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-Limites
permisibles de calidad y tratamientos que debe someterse el agua para su potabilizacién” y
dentro de la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017 “Proyecto de Modificacion de la Norma
Oficial Mexicana que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales”. De acuerdo a los niveles de
pH, los tres muestreos sobrepasan el limite establecido por la PROY-NOM-001-SEMARNAT-
2017, cuyo valor de pH 6ptimo se encuentra en un rango de 6.5-8.5 unidades, en los tres
muestreos los valores de pH fueron mayores a 8.5, es decir, que es mas alcalina y puede
deberse a que en el agua se encuentre una gran concentracion de minerales disueltos (Sigler
y Baudler, 2012). Sin embargo, para las muestras de agua que fueron sometidas al andlisis
quimico los valores estuvieron en un rango de 5.19-5.67.

Respecto a los valores de SDT (sélidos disueltos totales), estos estan dentro del limite
maximo permisible (500 mg/L). En el caso del Oxigeno Disuelto, estos estan dentro del rango
normal a excepcion del valor obtenido del primer muestreo de agua superficial, donde el valor
fue de 15.50 mg/L, que ya se considera sobresaturado. Sin embargo, la cantidad de oxigeno
disuelto esta relacionada con la temperatura y la hora del dia en que este parametro es
medido (Goyenola, 2007).
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8.2 Concentracion Letal Media (CLso)

La concentracion letal media (CLso) se puede definir como la concentracién de un compuesto a
probar en el cual el 50% de una poblacibn muere. En este caso, en ninguna de las
concentraciones probadas se observd un porcentaje de sobrevivencia igual o menor al 50%,
por lo tanto no fue posible establecer la CLso. Esto significa que el agua de la presa no induce

un efecto tdxico letal en Drosophila melanogaster.

8.3 Ensayo de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART) en ala

El ensayo de Mutacién y Recombinacién Somatica (SMART) en ala ya ha sido usado para
determinar si ciertos cuerpos de agua provocan dafio genotdxico en Drosophila melanogaster.
Ademas, este ensayo es capaz de detectar compuestos genotdxicos estables e inestables que
se encuentran disueltos en agua o aire (Graf et al., 1984).

En este trabajo se observd un efecto genotdxico en las muestras de agua de la Presa
“La Estanzuela” en las concentraciones de 100% de agua superficial y profunda en los tres
muestreos tanto en la cruza estandar (ST) como en la cruza de alta bioactivacion (HB) (tabla
21). No influyé la época en que se tomé el muestreo del agua en la genotoxicidad de los
compuestos presentes, resultados similares fueron descritos en los trabajos de Do amaral et.
al. 2006. donde también se encontraron resultados similares entre los muestreos realizados en
diferentes meses del afio.

En un trabajo realizado por Moraes et al. (2007) en donde se usé el ensayo SMART
para evaluar la genotoxicidad de agua superficial y profunda del Rio Japaratuba (Brasil) el
ensayo fue positivo en ambas cruzas en el primer muestreo durante la temporada seca,
mientras que en el segundo muestreo (lluvias) sélo fue positivo en la cruza estdndar ademas
de que la frecuencia de manchas fue menor en el segundo muestreo. Aqui el resultado
respecto a las diferencias en la genotoxicidad en la temporada de lluvias y secas se atribuy6 a
que la lluvia podria diluir las genotéxinas vertidas en el rio. En este trabajo no ocurrié de esa
forma y puede atribuirse estos resultados a que el agua de lluvias de los dos muestreos
realizados no es capaz de diluir los compuestos presentes en la presa “La Estanzuela”. Otra
hipétesis para estos resultados puede ser debido a que el agua de la presa se encuentra
contenida en un espacio especifico donde no desemboca hacia otros rios ni hay algun otro
movimiento que contribuya a la dilucién de compuestos vertidos.

Respecto a los resultados obtenidos en la Cruza Estandar (ST), es importante recordar

gue esta cruza tiene niveles basales de citocromos P450. En este trabajo se observé la
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aparicion de manchas que de acuerdo al analisis estadistico fue positivo en agua superficial y
profunda al 100%. Esto quiere decir que en condiciones normales para D. melanogaster, el
agua de la Presa “La Estanzuela” es genotéxica y provoca dafio al DNA. Ademas debido a las
caracteristicas de esta cruza, nos indica que los compuestos presentes en la Presa “La
Estanzuela” son de accion directa.

Por otra parte, en el caso de la Cruza de Alta Bioactivacion (HB), esta cruza presenta
caracteristicas metabdlicas que le permiten ser mas sensible en la deteccién de mutagenos
gue requieren ser hioactivados por los citocromos P450 debido a una sobreexpresion de la
enzima CYP6A2, se ha observado que la cruza de Alta Bioactivacion es mas sensible a la
deteccién de compuestos que actlan de forma indirecta, es decir, que requieren de activacion
metabdlica (Graf y Singer, 1992), cuando se observa una mayor genotoxicidad en la cruza HB
se puede hablar de que el compuesto requiere de una activacion metabdlica para ejercer sus
compuestos. En este trabajo se observd que no hubo un incremento en la genotoxicidad de la
cruza de alta bioactivacion con respecto a la cruza estandar, es decir, que los compuestos
presentes en el agua de la presa “la Estanzuela” no requieren una activacion metabélica por
los citocromos P450 para ejercer su genotoxicidad sobre D. melanogaster.

En este trabajo se us6 Uretano como control positivo, este es un compuesto que ha
sido usado en varios estudios sobre genotoxicidad de cuerpos de agua (Moraes et al, 2007,
Pimenta et al, 2008), ya ha sido probado en el ensayo SMART en D. melanogaster donde
demostrd su capacidad para inducir manchas en la cruza estandar y la de alta bioactivacion
(Graf y van Schaik, 1992) ademéas de ser conocidos sus efectos, es un compuesto que
produce especies reactivas de oxigeno y dafio al DNA (Choi, et al, 1996). Esto quedd
demostrado en la frecuencia alta de manchas que se observd en este trabajo en la cruza
estandar y la de alta bioactivacion.

En un trabajo realizado por Pimenta et al, (2008) se encontraron concentraciones de
Cromo en varios de los sitios muestreados del Rio Paraguay cerca de Céceres en Matto
Grosso, Brasil. Los autores indican que el perimetro cercano a la zona urbana esta
contaminado. Para el caso de la Presa “La Estanzuela”, en periddicos nacionales y medios
locales se ha reportado la aparicion de peces muertos en la Presa atribuyendo la causa a
contaminacion por aguas residuales que se vierten en la zona (Anénimo en el El Sol de
Hidalgo, 2019); incluyendo contaminacién por nitrito de plata (Mota 2012 en El Universal). En

octubre de 2018 se publicé otro articulo asegurando que las dependencias del gobierno se
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reunieron para llegar a un acuerdo respecto a la forma de mitigar la situacion ambiental de la
zona (Anénimo en Criterio, 2018).

Do Amaral et al. (2006) encontraron resultados positivos en el ensayo SMART realizado
con agua superficial proveniente de la Region Hidrografica Guaiba en Rio Grande do Sul
Brasil, una zona que se encuentra bajo influencia industrial, urbana y agricola. De acuerdo a la
frecuencia de manchas encontradas, los resultados sugieren contaminacién con agentes
téxicos de accién directa, indirecta y recombinogénica. Por otro lado, los resultados de la
Presa “La Estanzuela”, no sugieren que el agua esté contaminada con agentes capaces de
inducir recombinacién en D. melanogaster, ya que la frecuencia de manchas gemelas es
pequefia y no significativa en los tres muestreos y en las cruzas Estandar y de Alta
Bioactivacion.

El tipo de mancha encontrado en mayor frecuencia en un ensayo SMART arroja
informacién sobre las propiedades de dafio genotdxico que tiene el compuesto probado. Una
mayor frecuencia de manchas pequefias nos dice que el dafio se produjo durante los Ultimos
momentos de division celular de la larva de tercer estadio, por otro lado, un incremento en las
manchas grandes quiere decir que el compuesto produjo el dafio en los discos imaginales
durante los primeros momentos de la divisibn mitética de la larva (Graf et al.,, 1984). En este
trabajo, el analisis estadistico fue positivo para la categoria de manchas pequefas en los tres
muestreos y en la cruzas Estandar (ST) y de Alta Bioactivacién (HB), de modo que el agua de
la Presa “La Estanzuela” indujo el dafio al DNA durante los ultimos ciclos de divisién celular de

la larva de tercer estadio de D. melanogaster.

8.4 Andlisis quimico

En este trabajo se detectd la presencia de aluminio, niguel, cromo y cobre en las muestras de
agua superficial y profunda de la Presa “La Estanzuela”. El cobre se encuentra en una mayor
cantidad que los otros, aunque de acuerdo a la NOM-127-SSA1-1994 y la PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017 no sobrepasa el limite maximo permisible. Por otro lado, el aluminio, que se
encontré en concentraciones de 0.31, 0.32 y 0.35 mg/L esta por encima del limite establecido
por la NOM-127-SSA1-1994 que es de 0.2 mg/L (Tabla 24).

De los metales detectados en las muestras de agua, algunos ya han sido probados en el
ensayo SMART por otros autores. En un trabajo realizado por Ogawa et al. (1994), se observé
que el cloruro de niquel fue positivo en el ensayo SMART a una concentraciéon de 12 mM. El

nitrato de cromo y de niquel también fueron probados en un trabajo realizado por Yesilada
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(2001), en las concentraciones de 1 y 10 mM. Para el caso del nitrato de cromo, este no fue
genotoxico en esas concentraciones, sin embargo, el nitrato de niquel fue capaz de aumentar
la frecuencia de mutaciones en el ensayo SMART. Para el caso del aluminio, no se ha
reportado que haya sido probado en el ensayo SMART, pero se han realizado otros estudios
con diferentes modelos experimentales que arrojan informacién acerca de su mecanismo de
accioén. Se ha reportado que obstaculiza muchos procesos metabdélicos como el recambio de
calcio, fésforo y hierro. Ademas, es capaz de unirse al DNA, al RNA e inhibir enzimas como
fosfatasas y fosfodiesteresas (Ochmanski, y Barabasz, 2000). En el caso del cobre, donde se
encontraron concentraciones de 0.225, 0.87 y 0.91 mg/L en las muestras de agua (Tabla 24),
no se encontraron reportes sobre su potencial genotdxico en células del ala en el ensayo
SMART, sin embargo, también son variados los estudios sobre su toxicidad y mecanismos de
accion. Se han realizado estudios in vitro y de cultivo celular donde se ha observado que el
cobre tiene la capacidad de inducir estrés oxidativo e interferir con eventos celulares
importantes (Gaetke y Chow, 2003).

Los resultados aqui reportados indican que hay una relacion entre los contaminantes
vertidos en el agua de la Presa “La Estanzuela” y la capacidad de inducir mutaciones en D.
melanogaster. En este trabajo se observé que los compuestos presentes en las muestras de
agua son capaces de aumentar la frecuencia de manchas pequefias en las cruzas estandar
(ST) y de alta bioactivaciéon (HB). Resultados similares han sido reportados en otros trabajos
donde también se detecto la presencia de metales en muestras de agua (Do Amaral et al.,
2005; Moraes et al., 2007; Pimenta et al., 2008).

Son diversos los estudios que se han realizado para determinar el dafio de los
metales en los organismos, probando diferentes concentraciones, organismos y modelos in
vivo e in vitro. Por ello es bien sabido que en altas concentraciones son nocivos para las
enzimas de los seres vivos (Askin e Incekara, 2010). También se han hecho estudios sobre la
toxicidad de metales y su capacidad para formar especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrogeno (RNS). Ademas, se ha observado que la formacion de radicales libres mediada por
metales causa modificaciones en las bases del DNA (Valko et al., 2005).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que la Presa
“la Estanzuela” contiene compuestos que son capaces de provocar dafio genotoxico sobre
los organismos y que algunos metales presentes en este cuerpo de agua son los

responsables de la toxicidad de este cuerpo de agua. Los resultados expuestos en este
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trabajo apoyan esta teoria. Sin embargo, se sugiere la realizacion de estudios mas precisos

para determinar el alcance del dafio que pueden tener estos compuestos.

9. CONCLUSIONES

Los resultados observados en este trabajo indican que el agua proveniente de los tres
muestreos la presa “La Estanzuela” fue genotéxica en el Ensayo de Mutacién y Rcombinacion
Somatica (SMART) en D. melanogaster en las concentraciones de 100% de agua superficial y
profunda. El agua contiene compuestos quimicos que pudieron incidir en el aumento de la
frecuencia de manchas en las alas de D. melanogaster mediante el ensayo SMART.

Se determiné que no existen diferencias entre el potencial genotdxico en agua
superficial y agua profunda; y tampoco se presentaron diferencias en la frecuencia de
manchas entre las temporadas de lluvias y secas. De acuerdo a los resultados obtenidos en la
cruza Estandar (ST) y de Alta Bioactivacion (HB), los compuestos presentes en el agua no
dependen de una activacion metabdlica en D. melanogaster para provocar el dafio genotoxico.
El agua contiene compuestos quimicos que pudieron incidir en el aumento de la frecuencia de
manchas

Respecto al andlisis quimico, se observé que las muestras de agua contienen
concentraciones de algunos metales como aluminio, niquel, cromo y cobre; de los que se ha
reportado que provocan dafio al DNA y pueden ser algunos de los causantes de la
genotoxicidad del agua de la Presa “La Estanzuela”. Por ultimo, se requiere el uso de técnicas
mas precisas para poder establecer el alcance del dafio que pueden estar provocando los

compuestos en la Presa “La Estanzuela”.
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