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RESUMEN

Con el objeto de conocer las correlaciones que aexisten entre
el crome aplicado, el acumulado, el tiempo de exposicién y el dafio
genético producido por este matal, se hicieron determinaciones por
medio de espectrofotometria de absorcién atémica de las
concentraciones acumuladas de Cr en diversas estructuras de Vicia
faba y Tradescantia clon 4430. Asi en la raiz de Vicia faba se
encontrd que existe una relacién directa de dosis-respuesta entre
las concentraciones aplicadas, 1las acumuladas, el tiempo de
exposicién y el daflo genético evaluado por anafases anormales y
aberraciones totales y de manera inversa con la cantidad de
anafases totales de las células del meristemo.

En el caso de Tradescantia es posible observar gque existe una
clara correlacién entre las concentracicnes de Cr aplicadas y las
acumuladas en las diferentes estructuras en el siguiente orden:
tallo > hojas > inflorescencias. Sin embargo, no se encontré
relacién de proporcionalidad de la dosis con el dafic genético
evaluado por medioc de los micronficleos en las tétradas, aungue el
andlisis estadistico mostré que las frecuencias de microntcleos
encontradas fueron significativamente diferentes a las de los

testigos ya gue aquellas excedieron el doble de estos valores.



INTRODUCCION

Como resultado de la gran cantidad de residuos originados por
las actividades industriales y agricolas, 1los vehiculos de
combustién interna y los desechos domésticos, el ambiente est4
sometido a una excesiva carga de sustancias téxicas, que agudizan
el problema de 1la contaminacién ambiental, ya gque a pasos
acelerados se est& perturbandc la salud del hombre y el equilibrio

de los ecosistemas.

I. FUENTES DEL CROMO

Entre los agentes perjudiciales que se incorporan al ambiente
se encuentran los metales pesados; uno de los m&s inmportantes es
el cromo, gue es usado ampliamente en la actualidad, sin embargo,
el control inadecuado de sus residuos es causante de serios
problenas de contaninacién del aire, agua y suelo
(Villalobos-Pietrini 1977) y cuando se incrementa su concentracién

traza puede alterar las funciones normales de los organismos.

Entre las principales fuentes de emisién de cromo se hallan
las industrias metaldrgica, quimica, de produccién de cromatos, el
procesamiento de cromado, la quema de carbén y su uso en los
aditivos de 1la gasolina, los inhibidores de la corrosién, los
pigmentos de pinturas, tintas y gomas, los agentes curtidores,

fungicidas, fuegos artificiales, baterias de celdas secas,



preservadores de la madera, el cemento para la construccién, el
material fotogr&fico, fertilizantes, cerimica, la industria del
papel, la produccién de cerillos, entre otros {Denton et al. 1954,
Sullivan 1969, Natusch et al. 1974, Parr et al. 1976, Galvao y
Coray 1987, Satyakala y Jamil 1952).

En la naturaleza, el cromo s6lo Se encuentra en estado
combinado y ho como elemento (Sullivan 1969). Su Gnhica mena es la
cromita (Fecrzo ‘) que se halla en grandes cantidades en Nueva
Caledonia, Filipinas, Rodesia, Rusia y Sudéfrica (Villalobos~
Pletrini{ 1977), siendo la materia prima para la produccién de
compuestos de importancia en la industria quimica (Sullivan

1969, Villalobos-Peflalosa et al. 1987).
II. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL CRGMO

El cromo ocupa el décimo séptimo lugar entre los elementos
mis abundantes de la corteza terrestre, pertenece al primer grupo
de metales de transicién, con peso atémico de 51.99, nfimero
atémico de 24, radio atémico metdlico de 1.27 ;\, una densidad de
7.19 g/ml, su punto de fusién es de 1,875 °C y el punto de
ebulliecién de 2,665 °C (Choppin 1979). Teéricamente puede
presentar todos los estados de oxidacién del 0 al VI. Los nmis
comunes son el 0, IIT y VI, siendo el I, IV y V sélo

intermediarios transitorios en solucién acuosa ({Villalobos-

Peflalosa et al. 1987, De Flora et al. 1990).



El cromo es muy resistente a la corrosién; se usa para el
revestimiento de otros metales, proporcionindoles una capa
protectora, asi como para darles un acabado brillante. La adicién
del cromo al acero lo hace mids duro y mée resistente a 1la
corrosién. A pesar de que el cromo es un metal relativamente

activo (E° 3= + 0.74 voltios), se hace pasivo en los Scidos

CrsCr
oxidantes y 1libera gas hidrégeno con 4cido sulflrico o A&cido
clorhidrice diluidos y en caliente. En el estado de oxidaciédn 2+,
el cromo se oxida fAcil y r&pidamente al 3+. En el cual forma
nmuchoes lones complejos y compuestos de coordinacién (Choppin
1979). Las sales de cromo divalentes (Cr II), son inestables y no
tienen importancia comercial, son oxidadas en el aire o en
soluciones acuosas y por ello se les encuentra rara vez (Sullivan
1969, villalobos-Pefialosa ec‘ al. 1987). Los compuestos
trivalentes de Cr tienen la propiedad de ser anfotéricos, son los
mis estables y ampliamente utilizados en la industria como el
Sxido crémico (Cr,0,) y el sulfata crémico [¢r,(s0,),]. De los
compuestos hexavalentes, los crowatos (Cr0]) y dicromatos (c:zo;),
son los m&s significativos en la industria, pero también los mas
téxicos (Sullivan 1869) y generalmente son solubles en agqua

(Sullivan 1968, De Flora et al. 1990},

Los compuestos trivalentes y hexavalentes son los que més
frecuentemente se encuentran en el ambiente y tienen importancia
biolégica, siendo el ¢r III el mé&s comln (Mertz 15969) y menos

agresivo que el VI (Norseth 13581, De Flora et al. 1990). Estos



pueden ser interconvertidos f&cilmente, el Cr VI es reducido por
el Fe2+, por los sulfuros disueltos y por algunos compuestos
orgdnicos con grupos sulfhidrilo a cr III y éste a su vez es
oxidado por un exceso de manganeso y por el oxigeno en condiciones
naturales a la forma hexavalente (Mertz 1969, Schroeder y Lee

1975) .

. Para conocer los limites ambientales permisibles de Cr se han
estudiado concentraciones que se han verificado en varias partes
del munde y con las cuales no se han detectado efectos en la salud
de la poblacién expuesta. Los limites establecidos para cromo

ambiental son los siguientes (Galvao y Corey 1987):

3

- Aire urbano 50 ng/m

- Agua de rios 10 ug/n®

- Agua de océanos 5 ug/m®

- Agua potable 0.05 mg/1 (OHSi

~ Suelo 125.0 mg/K en promedio aunque puede

aumentar hasta 250 mg/K (no existe un

limite preciso)

Alimentos no debe exceder de 0.03~0.1 mg/dia



En muchos animales y en el hombre, la intoxicacién con cromo
puede acontecer por diferentes vias: inhalacién (aire, polvo),
ingestién (agua y alimentos contaminados) (Galvao y Corey 1987),
por contacto directo (Gebhart 1984), como en el caso de los
trabajadores de la industria del cromo (Galvao y Corey 1987}, por
el uso de pinturas que manipulan cotidianamente 1los nifios o de

maguillaje (Rastogi 19%2).

IIT. ACUMULACION DEL CROMO

Se ha demostrado que en los vegetales el cromo es asimilado
por absorcidén y puede estimular su crecimiento o ser téxico
dependiendo del tipo de planta, de la concentracién (Lyon et al.
1968) y disponibilidad, l1la cual depende del pH, ya que se ha
observado que en suelos &cidos el cromo es poco asequible para las
plantas (Verfaillie 1974). En el medio acuitico los factores que
afectan su absorcién en vegetales incluyen tanto la presencia de
agentes quelantes como la solubilidad del metal (Cooley y Martin
1977), siendo menor esta dltima en el cromo III (Gendusa Y
Beitinger 1992). En lo gque respecta a los agentes gquelantes,
Tripathi y Chandra (1991), observan por un lado que el EDTA
suprime la acumulacién de Cr en Spirodela polyrrhiza y por otro

que el &cido salicilico la favorece.

Debido a la capacidad de absorcién que tienen los vegetales,

Parr et al. (1976) utilizan el follaje de plantas de tabaco para




monitorear la cantidad de cromo en el ambiente, en donde se
determiné su acumulacién colocdndolas a diferentes distancias de

los respiraderos de torres de enfriamiento.

En humanos, cuando se ingiere cromo por via digestiva s6lo se
absorbe alrededor del 0.50 %t (Donaldson y Barreras 1966), siendo
los cromatos (VI) y el Cr (III) combinado con oxalatos, los que
penetran mejor (Chen et al. 1973); por otro lado, se ha observado
gue la entrada de cromo depende de la estructura quimica en la que
se presenta (Mertz et al. 1965). El1 mecanisme mds importante de
excrecisén del cromo ingerido es por via urinaria, por la que se

eliminan de 3 a 50 ug/dia (Wolf et al. 1974).

El cromo que entra pasa a la corriente sanguinea, en donde
adquiere la forma trivalente y se distribuye a varios 6rganos,
principalmente al sistema reticulc; endotelial, higado, bazo y
huesos. Las concentraciones detectadas en los tejidos y el tiempo
de permanencia en ellos depende del tipo de compuesto (Galvao y

Corey 1987).
IV. EFECTOS FISIOLOGICOS

Se ha descrito al cromo como elemento esencial para los
organismos, incluyendo a los mamiferos (Schroeder 1968, Toepfer et
al. 1977, Galvao y Corey 1987) ya que en ratas se ha notado que

cuando la cantidad disponible es menor de 0.1 ppm se produce



dilatacién de 1los vasos, neovascularizacién y opacidad en 1la
cérnea (Roginski y Mertz 1967a, b). Por otro lado, la deficiencia
de este elemento en su dieta les provoca un sindrome parecido a la
diabetes debido a la inhibicién del metabolismo de la glucosa
(Mertz et al. 1965, Mertz 1969, Sullivan 1969) y cuande ocurren
deficiencias mayores se presenta vretraso en el crecimiento
(Roginski y Mertz 1967b), disminucién de las reservas de
glucégeno, aumento en la frecuencia de lesiones aébrticas y
alteracién del uso de los aminodcidos en la sintesis de proteinas
(Mertz 1969) y a concentraciones elevadas puede ser téxico para el
higado y el rifién de animales experimentales (Tsapakeos et al.
1983).

Los efectos causados por el cromo y sus compuestos en los
organismos dependen como se menciona anteriormente, del estade
quimico en el que se encuentra (5ullivan 1969). Se ha observado
que dentro de la célula la forma hexavalente es reducida a
trivalente estando los sitios de conversién en la membrana
plasmatica, el reticulo endoplasmico, la mitocondria y el nicleo
celular (Gruber y Jennette 1978, Lfroth 1978, Connett Yy
Wetterhahn 1983). La accién del Cr VI sobre los organismos, puede
estar relacionada con estos procesos de reduccién y con la
subsecuente unién del Cr III, considerado como el agente activo,
con un ndmero de ligandos dentro de la célula (Wacker y Vallee
1959), asi como a su alta solubilidad y difusién en condiciones

fisiol6gicas eucariénticas y a sus propliedades oxidantes (Grogan ¥y



oppenheimer 1955).

Grogan (1958) observa la penetracién del cromo en el nécleo
celular de los eritrocitos de gallinas y aunque normalmente se
encuentran ciertas concentraciones de este elemento en los &cidos
nucleicos, su funcién es desconocida. Se ha demostrado in vitro
que este metal presenta un efecto estabilizador en el RNA (Fuwa et
al. 1960). Sin embargo, los cromatos y los dicromatos provocan la
disminucién de las cantidades de DNA, RNA y &cido ascérbico que se
extraen regularmente de tejidos no tratados, pues al reducirse
intracelularmente el Cr VI a Cr III, éste interacciona con la
estructura terciaria del DNA incrementando su estabilidad v
modificande sus propiedades fisico-gquimicas (Huff et al. 1964).
Por otro lado, se forman complejos de cromo trivalente con diches
dcidos nucleicos o con nucleoproteinas (Heerman y Speck 1954,

Tsapakos y Wetterhahn 1983, Wedrychowski et al, 1985).

Se ha descrito tanto en estudios in vivo como in vitro que en
la sangre de los mamiferos, el Cr III se une a las proteinas del
plasma mientras que el cromo VI es absorbido por los glébules
rojos (Hopkins y Schwarz 1964). En ratas tratadas con Cr VI se
reduce el porcentaje de hemoglobina y de corpisculos rojos de la
sangre, mientras que los niveles de triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y glucosa en el suero se elevan significativamente

{Kumar y Barthwal 1991).



Uno de los efectos fisioldgicos que aparece en las plantas
por el aumento en el contenido de Cr es la clorosis o
amarillamiento de 1las hojas, asi como severa accién en el
metabolisme de carbohidratos y de nitrégeno y en la actividad de

ciertas metaloenzimas de las células (Satyakala y Jamil 1992).

Ademds del céncer pulmonar, el Cr VI puede provocar en el
aparato respiratorio Glceras nasales, perforacién del tabigue
nasal, asma bronquial, bronguitis y catarro crénicos (Royle 1975a,
b). Sin embargo, el Cr III no produce c&ncer, aunque a elevadas
concentraciones en sistemas in vitro se presentan nutaciones y

transformaciones celulares (Norseth 1981}.

El cromo por via digestiva es poco asimilado ya que el pH de
los. jugos gdstricos inhibe su absorciédn (Donaldson y Barreras

1966) .

En ratas, el cromo se acumula en rifién, corazén, pulmdn,
higado, bazo, intestino, cerebro, misculo, piel, pelo y huesas

(Visek et al. 1953, Smith 1970).
El cromo, en sus formas trivalente y hexavalente, puede

causar transtornos en el sistema nervioso periférico (Melgaard

et al. 1976).
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Se ha observado que el Cr en la piel causa dermatitis (Denton
et al. 1954, Royle 1975b}) y fGlceras (Royle 1975b, Samitz et al,
1962), éstas pueden llegar a ser crénicas con bordes gruesos que
tienden a corroer hacia los tendones pudiendo llegar hasta el
hueso (Sullivan 1969). También puede causar eritematosis positiva,

edematosis y manchas papulovesiculares (Denton et al. 1954).

V. EFECTOS MUTAGENICOS

Los seres vivos, al estar expuestos a compuestos que les son
t6xicos sufren alteraciones de diversos tipos entre las cuales las
genéticas tienen wuna dimensién considerable, ya gque pueden

repercutir en su descendencia.

Las pruebas de mutagenicidad directas en el hombre han sido
enfocadas en casos especificos cuando de manera individual o un
cierto grupo de la poblacién han sido expuestos a la influencia de
mutdgenos ya sea en forma ocupacional o por razones accidentales

{Gebhart 1984).

Se ha descrito que sales de dicromato de potasio, cromato de
calcio y triéxido de cromo, producen aberraciones cromosémicas de
los tipos subcromatfidico, cromatfdico y cromosémico, asi como
efectos sobre la regién centromérica qgue provocan cromosomas con
el centrémero inactivado e isocromosomas, anafases multipolares y

micronticleos en las células meristemiticas de la raiz de Vicia

11



faba (Rendén 1982, G6mez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1983, Génez-
Arroyo et al. 1987). Asimismo, cromato de calcio, triéxido de
cromo y dicromato de potasio inducen intercambios de cromAtidas
hermanas en linfocitos humanos en cultivo (Gémez-Arroyo et al.

1981).

En estudios de aberraciones cromosSmicas en la meiosis, se ha
observado que uno de los periodos mds sensibles a los muﬁagenos es
la profase I que se expresan en etapas posteriores come
micronticleos (Sparrow 1951, Ma et al., 1978, Ma 1979, 1961) que se
forman cuando se provocan rompimientos en los cromosomas
{(fragmentos acéntricos) o por cromosomas con el centrémero
inactivado, que al ser excluidos del nficleo al final de 1la
divisién se pueden observar como pequefios nficleos en las etapas de
diada y tétrada del mismo ciclo meiético (Ma 1979). Este tipo de
dafio genético se ha inducido con el dicromato de potasio en

Tradescantia (Cisneros 1986, Villalobos-Pietrini et al. 1986).

Los compuestos de cromo VI (principalmente las sales) causan
cédncer en humanos y en animales de laboratorio (Hueper y Payne
1962, Roe y Carter 1969, Nettesheim et al. 1971) y ejercen dafio
genético en bacterias y en células de mamiferos in vitro (Tamino
et al. 1981, De Flora et al. 1985a). Pueden jugar ademds un papel
importante en la produccién de céancer pulmonar, ya que se ha
establecido una relacién de este padecimiento con el de cromo

hexavalente como son los cromatos, los dicromatos y el &cido

12



crémico (Hueper y Payne 1962, Tsuchiya 1965, Royle 1975a, b). Se
ha observade que el riesgo de cancer de pulmén es mayor en
fumadores que en no fumadores, (Tsuchiya 1965, Royle 1975a, b) y
aumenta si en los componentes del aire existen factores
contaminantes ambientales como el cromo y otros metales pesados
(Natusch et al. 1974) y compuestos orgdnicos (De Flora et al,
1987). Por otra parte, entre los cromadores se ha descrito el
desarrollo de cédncer en el sistema gastrointestinal y en los

genitales (Royle 1975a).

Debido al efecto téxico que causa el cromo tanto en vegetales
como en animales, incluido el hombre, y a las evidencias sobre la
mutagenicidad que induce en los organismos, el presente trabajo
tiene por objeto conocer las relaciones existentes entre el cromo
aplicado y el acumulado en distintas estructuras de Tradescantia
clon 4430 y en Vicia faba variedad major, sometidas a diferentes
concentraciones y tiempos de exposicién de dicromato de potasio,
asi como establecer la correlacién entre las concentraciones y el

dafio genético que producen.

13



MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este estudio se utilizé dicromato de

potasio (KaCr207) cuyos datos son los sigulentes:

a. Reactivo esténdar primario
b. pH de la solucién al § § a 25 °cC 3.8
c. Pérdida por secado a 105 °C 0. 0049 %

d. Impurezas

~ Materia Insoluble en NH OH 0.0040 %
- Cloruros (Cl) 0.0010 %
= Sulfatos (SO‘) 0.0025 &
- Calcio (ca) 0.0010 &
- Sodio (Na) 0.0100 %

Los materiales bioléglcos elegidos para este trabajo fueron
las rafces principales de plé&ntulas de Vvicia faba variedad major y
los cortes de Tradescantia clon 4430, ya que estas plantas
presentan caracteristicas Sptimas para este tipo de trabajo, las

cuales se describen a continuacién.

Vicia faba es una dicotiledbnea que pertenece a la familia de
las leguminosas. BEs una planta anual, erecta, robusta, de un metro
de altura o m&s, densamente foliada. Su tallo es angular, 1las
hojas, ovales o elipticas dispuestas en pares de uno a tres con

una hoja terminal que puede estar representada por un rudimentario

14



‘zarcillo obtuso, micronado, usualmente ennegrecido cuando se seca.
Las flores son axiales, sésiles, blanquecinas con una larga mancha
azul-negra. La vaina es larga y gruesa de § a 8 ¢m o més, las
semillas son largas comprimidas, muy duras y con un hilium muy

largo (Standley y Steyermark 1946).

Esta planta es utilizada para estudios citogenéticos, ya que
presenta entre otras caracteristicas, cromosomas de gran tamafio y
en cantidad reducida (2n = 12), lo que permite que sean f&cilmente
observables. El cariotipo normal de Vicia faba estd formado por un
par de cromosomas metacéntricos, los cuales tienen en uno de los
brazos una constriccién secundaria en la regién. del organizador
nucleclar y cinco pares de cromosomas subacrocéntricos de menor
tamafic que el primero y que muestran muy peocas diferencias entre
ellos. El1 promedio del ciclo celular es de 19.3 h a 19°C, siendo
de 4.9, 7.5 y 4.9 h para los periodos Gi, S y G2, respectivamente,
Yy la mitosis de 2 h (Evans y Scoott 15964).

Con el objeto de realizar los experimentos con las raices de
Vicia faba, las semillas se lavaron en agua corriente durante 2 h,
posteriormente se dejaron remojando en agua durante 24 h con el
fin de ac-elerar su germinacién. Transcurrido este tiempo se
lavaron nuevamente en agua corriente y se colocaron entre dos
capas de algodén humedecido, todo esto en la obscuridad y a

temperatura ambiente.

15



Una vez que aparecieron las radiculas, la testa fue removida
con el fin de evitar la contaminacién por hongos. Las raices se
dejaren crecer hasta gque alcanzaron una longitud de 3 a 4 con,

antes de aplicar los tratamientos.

Tradescantia es una monocotiled6nea gue pertenece a la
familia Commelinaceae. Es una planta herb&cea de tallo delgado y
hojas angostas que alcanza de 60 a 70 cm de altura, Las
inflorescencias son terminales, poseen de 10 a 20 yewmas florales,
tienen flores completas formadas por 3 sépalos y 3 pétalas azules
dispuestos alternadamente, € astambres (3 antisépalos y 3
antipétalos) con anteras elipsoidales y un pistilo (Underbrink et

al. 1973).

Por su facil manejo y gran sensiblilidad a Tradescantia se le
emplea para investigaciones sobre los efectos de contaminantes
atmosféricos y de mutigenos filsices y quimicos (Ma et al. 1971,
1978, Ma 1979, 1981, Underbrink et al. 1973, Villalobos-Pietrini

et al, 1986, 1590).

Se han producido varios clones de Tradescantia de los cuales,
los m&s utilizados son el 02, 03, 4430 y 4458, Por su elevada
sensibilidad, el 4430 se ha empleado extensamente en trabajos

realizados con mutsigenos gquimices (Van’t Hof y Schairer 1582).



Las ventajas de esta planta para este tipo de estudios, es
que posee un bajo ntmero cromosémice diploide (2n = 12), se puede
propagar facilmente por reproduccién asexual y mantener en
condiciones de invernadero floreciendo por pericdos de tiempo
prolongados, las células madres del polen de cada una de las yemas
de la inflorescencia est&n sincronizadas en diferentes estados
meldticos, facilitando asf su tratamiento (Ma 1979). La duracién
de la microsporogénesis de T. paludosa es de 15 dias (Sax Yy

Edmonds 1933) y para T, reflexa de 17 dias (Taylor 1950).

En este estudio se utilizd el clon 4430 de Tradescantia,
cuyas plantas crecieron en un invernadero en macetas de plastico

con tierra negra y de hoja.

Se seleccionaron aqguellas gue tenlan inflorescencias jévenes,
asegurando de esa manera gue las células gamé&ticas masculinas de
las yemas md&s pequefias estuvieran en la etapa de profase I de la
meiosis del ciclo microsperogénice (Sax y Edmonds 1933, Taylor
1950), en donde se ha notado el incremento de la sensibilidad de
los cromosomas a los mutédgenos (Sparrow 1951, Ma et al. 1978, Ma

1979, 1981).

Para el andlisis en Vicia faba se formaron lotes de 10
ejenplares y se emplearon concentraciones de 500, 1000, 2500, 5000
y 7500 ppm de dicromato de potasio (KZCrao_), durante 1, 2, 3 y 4

horas de tratamiento (Fig. 1}.



En el caso de Tradescantia, se hicieron cortes de 6 cm de
longitud de la punta de la inflorescencia hacia abajo y con elles
se formaron lotes de 30; que se expusieron a concentraciones de
1000, 2000, 4000, 6000 y 10000 ppm de chr201 durante 6 horas y 30

de recuperacidn (Flg. 2).

En ambos casos los lotes testigos se mantuvieron en las
mismas condiciones que los tratados, pero se evité la exposicién
al compuesto; se introdujeron en agua destilada durante los mismos
tiempos de exposicién elegidos para cada ensayo, los cuales se
seleccionaron a partir de los trabajos realizados con anterioridad

por Rendén (1982) y Cisneros (1986).

Las soluciones de dicromato de potasie (KZCrEO7) fueron
colocadas en vasos de precipitados para Tradescantia y en
cristalizadores cubiertos en la parte superior con papel aluminio
con perforaciones por donde se introdujeron las raices de Vicia
faba y los cortes de la primera, para mantenerlas en contacto con

las soluciones.

Una vez terminados los periodos de inmersién, las muestras de
Tradescantia se lavaron con agua corriente para eliminar el cromo
adherido a la superficie de la planta; los ejemplares ya lavados
se pusieron en aqua de la llave y con aireacidn constante para

permitir las recuperaciones establecidas.
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Al finalizar los tratamientos, las muestras fueron lavadas
con agua y &cido nitrico al § % para eliminar el cromo adherideo en
la superficie y se dividieron en raices para Vicia faba y en
tallos, hojas e inflorescencias para los cortes de Tradescantia y
se pusieron a secar en la estufa a 80 °C para obtener su peso

8eco.

Las muestras fueron maceradas hasta su completa
pulverizacién,vdejandolas digerir a 500°C durante toda la noche y
las.cenizas se resuspendieron en 25 ml de Acido clorhidrico al 4 %

para ser analizadas por espectrofotometria de absorcidn atémica.
Todo el material de laboratorio empleadc fue lavado

cuidadosamente, sometiéndolo a una solucién de 4cido nitrics al

10 %.
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RESULTADOS

Los resultados del andlisis de la acumulacidén de crome en las
raices de Vicia faba mostrados en la tabla I se sometieron a un
andlisis de varianza multifactorial en donde al no haber
diferencias significativas entre las réplicas, se considera que
hubo reproducibilidad de los datos obtenidos, mientras que entre
los tratamientos aplicados a diversas concentraciones y entre los
llevados a cabo a distintos tiempos de exposicién, el estadistico
de prueba da evidencias de comportamiento diferencial (p < 0.001)
(Tabla II), indicando que existe una relacién de interdependencia

de las variables involucradas.

En las figuras 3 y 4 se observa que en general existe una
tendencia de aumento en los niveles de crome acumulade en las
raices de Vicia faba conforme se incrementan tanto las
concentraciones aplicadas de 500 a 7500 ppm de dicromato de

potasio como los tiempos de exposicién de 1 a 4 horas.

Por otro lado, en las figuras 5, 6, 7 y 8 se nota que el dafio
genético causado por el cromo en las raices de Vicia faba evaluado
como aberraciones totales y anafases anormales estd correlacionade
de forma positiva con la concentracién a la cual se expusieron
(Tabla III), excepto en el caso de 4 horas (Fig. 8) en la que
Gnicamente las anafases anormales en lugar de aumentar se

mantienen asintéticas con el cromo acumulado.
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Las figuras 8, 10, 11 y 12 muestran una correlacién indirecta
entre el cromo acumulado y la cantidad de anafases totales (Tabla
IIT), notdndose gue a mayor exposicién y acumulacién de cromo se
baja la cantidad de anafases. En todos los tiempos de exposicién,
cuando se absorben cantidades elevadas de cromo se presenta dafio

citotéxico de ta) magnitud que ya no ocurren divisiones mitéticas.

Con respecto a la absorcién de cromo registrada en diferaentes
estructuras de Tradescantia los resultados obtenidos aparecen en
la tabla IV. El anidlisis de varianza nmultifactorial con el que
fueron evaluados los datos de 1las repeticiones no muestran
diferencias significativas, lo que permitié concluir gue hubo
reproducibilidad del ensayo, mientras que entre las distintas
concentraciones utilizadas y tiempos de exposicién y de cromo
absorbido por 1los diversos tejidos de este vegetal si se
manifiesta comportamiento diferencial a nivel de p < 0.001 (Tabla

V).

La figura 13 muestra clara relacién del aumento en los
niveles de cromo acumulade conforme se incrementan las
concentraciones de exposicién en las estructuras analizadas gque
sigue este orden decreciente: el tallc es el que absorbe mayor
cantidad de cromo, después las hojas y en las inflorescencias se
encuentra la menor proporcién. Sin embargo, al relacionar el cromo

acumulado en las inflorescencias con el dafio citogenético evaluade
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mediante el an&lisis de micronlcleos en tétradas no se observa
dicha relacién (Fig. 14), debido a gue todos los niveles de cromo
aplicados y acumulados causan el mismo dafio a la planta y comec se
evidencia en la tabla IV y en la figura 13, los valores de
absorcién se elevan conforme se incrementa la concentracién; el
anilisis estadistico, empleando la prueba de diferencia de
proporciones, indica que en todos los casos las frecuencias de
micronicleos son significativamente diferentes a las del testigo
(p < 0.001), ya gue en todos los casos se duplica su frecuencia

(Cisneros 1586).

Durante el experimento se observa gue el cromo causa dafio
fisiolsgieco a los cortes de Tradescantfa, el cual se manifiesta
como marchitamiento a concentraciones mayores de 6000 ppm, el cual
se expresa coh mayor intensidad conforme pasa el tiempo (30 horas

de recuperacién).
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DISCUSION

La acumulacién de cromo, tantoe en Vicia faba como en
Tradescantia, se incrementt de forma lineal conforme se elevaron
las concentraciones y los tiempos de exposicién, notandose que el
transporte de cromo en las estructuras vegetales analizadas sigue
la ciné&tica de Michaelis-Menten, como lo describen Skeffington et
al. (1%76) en las ralces de cebada, que lo incorporan sin alcanzar

la saturacién.

En este trabajo se pone de manifiesto gque fue bajo el ingreso
de cromo en las rafces de V. faba, con respecto a los niveles de
exposici6én, lo gue contrasta con el estudio de incorporacién y
acunulacidn dqurante la floracién de frijol y trigo de Huffman y
Allaway (1973), en el cual mds del 90 % se absorbi6 por las

rajces.

La incorporacién de cromo en los tejidos de las plantas
estudiadas es congruente con la alta solubilidad y las propiedades
oxidantes que los compuestos de cromo VI presentan bajo
condiciones fisiolégicas eucariénticas (Grogan 1955). La mayoria
de los compuestos de cromo VI probados en diferentes sgsistemas
experimentales han dado respuestas positivas con relacién al dafio
genético, Sin embargo, en ensayos libres de cé&lulas (&cidos
nucléicos) o en blancos subcelulares, tienen efecto menor vy

presentan distintos mecanismos de accidén comparados con los
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compuestos de cromo III, los cuales son capaces de producir
efectos genéticos cuando son aplicados directamente a los &cidos
nucléicos o a blancos subcelulares (nGcleo celular) y generalmente
pierden su capacidad genotéxica al ser usados en sistemas
celulares (De Flora et al. 1990), El crome VI puede atravesar la
membrana plasmitica y dentro de la célula se reduce a cromo III
gue se une a macromoléculas (Norseth 1981). Este Gltimo no tiene

esta propiedad ya que es incapaz de pasar la membrana celular.

Sin embargo el Cr VI, que fue el utilizado en este estudio,
aparentemente no reacciona con el ADN in vitro bajo condiciones
tisiclégicas (Aiyar et al. 1989). Componentes intracelulares como
la DT-diaforasa (De Flora et al., 1985b, 1988), glutation y 1-{202
pueden reducirlo a Cr (III) y en el proceso se detectan niveles
significativos de Cr (V) (Kawanishi et al. 1986, Arslan et al.
1987, Aiyar et al. 1989, Sugiyama et al. 1989a, b). Este fenlmeno
requiere de la presencia de enzimas reductasas y de sustratos
donadores de electrones de la mitocondria (Rossi y Wetterhahn
1989). Una vez reducido el Cr VI puede expresar su potenclalidad
mutagénica, ya que se ha descrito que al ser incorporado por
fagocitosis en foxrma de Cr III, se presenta actividad genotéxica

en la linea celular de macréfagos P388D: {Andersen 1583).
Hay muchos sitios posibles para que se lleve a cabo la

reduccién del cromatc en la célula. Estudios con moléculas

pequeilas sugieren que sélo las que contienen al ascorbate (Chiou
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1984, Korallus et al. 1984) o al radical tiol son eficientes en la
reduccién del cromato bajo condiciones fisiolégicas (Connet vy
Wetterhahn 1985). En 1los eritrocitos, la hemoglobina y la
reductasa del glutatién reaccionan con el cromato reduciéndolo. En
los microsomas, dos ehzimas del sistema de transporte de
electrones, la reductasa d.al citocromo NADPH P450 y la del
citocromo P450 metabolizan al cromato; aungque enzimas no
identificadas en las mitocondrias también son capaces de hacerlo,
asi como aquellas conocidas como reductasas del cromato de las
cuales 2 son hemoprotefnas involucradas en el metabolismo del
oxigeno y 2 flavoproteinas NADPH dependientes. El1 metabolismo
selectivo de este carcinégeno por constituyentes celulares puede
permitir dafio especifico por metabolitos del cromo y alteraciédn de

las funciones celulares normales (Connet y Wetterhahn 1983).

En Vicila faba las muestras celulares utilizadas para
analizar el dafio genético, fueron tomadas de las raices, las
cuales al estar en contacto directo con la solucién y debido a la
gran disponibilidad y a las caracteristicas del cromo hexavalente
antes mencicnadas, pueden explicar la elevada correlacidn entre
las concentraciones aplicadas y el dafio gendtico registrado. No
obstante con Tradescantia la baja asociacién hallada entre las
concentraciones y el efecto citogenético puede ser debida a
transformaciones sufridas por el compuesto durante su recorride

desde el tallo hasta las inflorescencias.
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Se han estudiado los cambios presentados en el interior de
los tejidos y a nivel celular en cuanto a la reduccién del cromo
’ en animales in vivo e in vitro, describiéndose que la activacién
microsémica Jjuega unh papel importante en la mutagénesis y en la
carcinogénesis provocadas por este metal, ya que en condiciones
anaerbbicas se reduce de manera muy lenta a cromo trivalente
(Alexander et al. 1986) y da come resultado la pérdida en la
mutagenicidad (De Flora et al. 1980) debido a que parece estar
involucrada uha conversién enzimatica en el proceso de
desactivacién (Petrilli y De Flora 1978), sin pasar por alto que
dicha fraccién inactiva pero no totalmente, dando lugar a cierto
efecto genotéxico del cr (VI) (Tsapakos y Watterhahn 1983). Los
procesos anteriores podrian estar inclufdos en el metabolismo de
los vegetales, ya gque su fraccién microsémica es capaz de activar
o desactivar agentes mutagénicos (Calderén 1593) y gue de alguna
forma participan diferencialmente en los sistemas de prueba de

dafio genot6xico empleados en este trabajo.

En las concentraciones de exposicién que se utilizaron en
esta investigacién, se ha observado que dependiendo del pH puede o
no haber interaccién del crome con proteinas (Grogan y Oppenheimer
1955) y en exposiciones bajas de crome en la Tilapia (pez de agua
dulce) se ha observadoe que la actividad enzim&tica puede ser
alterada (Sivalingam 1989), no obstante en enzimas eritrocitarias
como la acetilecolinesterasa no tiene efecto (Koutras et gl. 1964)

Sin embargo, el Cr es esenclal en el establecimiento del factor de
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tolerancia a la glucosa (Toepfer et al. 1977), por lo que el papel
del glutatién es muy importante en la reduccién del cromo
hexavalente, gue una vez reducido resulta ser téxico (Aaseth et
al. 1982, cCupo y Wetterhahn 1985h, Kitagawa et al. 1982, Koutras
et al. 1964). Algunos quelantes como EDTA, salicilato y tirén
disminuyen o eliminan la mutagenicidad del anién cromato (Gentile
et al. 1981), asi como también la vitamina E (Sugiyama et al.
1987, 1989b) y la N-acetilcisteina (De Flora et al. 1985a) que
ejercen efectos protectores contra la mutagenicidad, no asf{ 1la
vitamina B, v el Na,Se0, que la incrementan por la formacién de
radicales libres e intervienen en el metabolismo reductor celular

(Sugiyama et al. 1987, 1§B9a).

Se ha probado gque el cromato compite en la difusién a través
de la membrana con los aniones sulfato y fosfato cuyo transporte
facilitado se lleva a cabo por canales idnicos o acarreadores
iénicos de éstos Qltimos (Campbell et al. 1981, Alexander et al.
1982); sin embargo, en eritrocitos, el translado aniénico del ién
cromato es difdsico, es decir, hay estimulo en la incorporacisén de
0.001 a 0,01 mM y luego inhibicién de 0.5 a 1.0 =mM (Buttner y
Beyersmann 1985), posiblemente en Tradescantia ocurra un fenémeno
similar, ya que con las concentraciones aplicadas, no se
observaron diferencias en el dafio citogenéticoc y probablemente a
valores menores de Cr que los aqui empleados, se podria obtener
una relacién acumulacién-exposicién-respuesta, ya que en

experimentos con ratas Wistar se ha descrito maycr efecto téxico



en macréfagos alveolares a exposiciones bajas (Glaser et al.

1985).

En cuanto a los efectos en células del sistema radicular de
vegetales se ha encontrado toxicidad por cromatos a 10.8 ppm €n
Myriophyllum spicatum L. (Stanley 1974}, niveles mucho mids bajos
que los empleados en este trabajo; sin embargo, no se conoce el
potencial de retenci6n en la membrana que en el caso de los
fibroblastos sucede en un 50 % a las 48 horas (Levis y Majone

1981).

Por otra parte, en. un estudio con ratas tratadas con
diecromate de sodio (140 uM Cr/Kg) y clorure de cromo (290 uM
Cr/Kg), se determinaron cantidades significativas del metal unidas
al ADN, a proteinas del tipo no histonas de la cromatina y al ARN
citoplésmico, siendo el nivel de cromo unido a la cromatina, mayor
en el higado que en el rifisn, resultando mis eficiente en la
entrada de Cr (VI) en el primero; sin embargo, después de la
inyeccién a las 40 horas no hubo diferencia entre estos 6Srgancs y
la especie de cromo, pero en este tiempo se encontrd dafio en el

ADN del rifién (Cupo y Wetterhahn 1985a).

En células de higado de manmifero expuestas a K,Cro se mostré
la formacién de complejos de cromo a concentraciones de 200 uM 6
mayores y el midximo de entrecruzamiento en el ADN se dié a 5 mM,

comprobidndose la unién del crome III con protefnas nucleares
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(Wedrychowski et al. 1985), el metal forma enlaces con el
nitrégeno, el oxigeno o el azufre de las protefnas (Miller y Costa

1989).

Se ha descrito que en la linea celular de fibroblastos de
criceto (BHK), el Cr {III) interactda con las bases de los dcidos
nucléicos, principalmente con guanina y citosina y también con los
grupos fosfato, permitiendeo la desprotonacién de bases, efectos
intramoleculares, formacisn de complejos y quelacién entre bases y
fosfatos, desestabilizando con esto la estructura del ADN. Por el
contrario el ARN ge estabiliza deblido a los enlaces metdlicos en
las regiones ricas en G-=C. Por otro lado, el Cr (VI) en ADN
purificado produce rompimientos en la cadena polinucleotfidica
debido a su fuerte poder oxidante. En células intactas, 1los
cambios en las propiedades del ADN pueden deberse mds bien al Cr
(III) resultado de la reduccién intracelular y a la actividad
oxidante residual del Cr (VI) (Levis et al. 1978, Tamino et al.
1981), afectando la funcién de 1la polimerasa durante la
replicacién y la reparacidén del ADN con consecuencias mutagénicas

y carcinegénicas (Fornace et al. 1981).

En células L de ratoén, 10 uM de Cr (VI) inhibe
irreversiblemente la sintesis de ADN, en tanto que el Cr (III) 3.3
mM no tiene ese efecto; sin embargo, a 0.3 mM ambas formas del Cr
reducen la sintesis de ADN, aungque m&s intensamente con el (III)

que el (VI) en el sistema de la ADN polimerasa I de Escherichia
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coli (Nishio y Uyeki 1985).

CONCLUSIONES

Se presentd una elevada correlacién entre la cantidad de
cromo de exposicién y la de acumulacién en los diversos tejides
vegetales. la concentracién de cromo acumulade en Vicia faba se
incrementa conforme aumenta el tiempo y la concentracién de

exposicisn.

Se encontré relacién de dafio citogen&tico con la cantidad de
cromo acumulado en las raices de Vicia faba con respecto al total

de aberraciones cromosémicas totales.

Probablemente se produjo toxicidad ya que disminuyd 1a
cantidad de anafases con la mayor incorporacién de cromo en las

raices de Vicia faba.

En Tradescantia clon 4430, sus 8rganos incorporaron cromo de
mayor a menor medida en el sigulente ovden: tallo > hojas >

inflorescencias.
El talle, las hojas y las inflorescencias fueron acumulando

el cromo conforme aumentaban los niveles de exposicién, pero no

sucedié lo mismo con los daflios genéticos analizados en las
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inflorescencias de Tradescantia, en donde desde 1la primera
concentracién aplicada hasta la dltima se presentd dafio similar,
por lo que se sugiere realizar m&s adelante tratamientos con

valores de cromo menores a los empleados en este estudio.

Los resultados de exposicién directa de cremo concuerdan conh
los descritos por otros autores en los que evaluaron, a nivel de
micre y nanomoles, los efectos de mutagenicidad y las alteraciones

fisiolégicas.
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TABLA I. CONCENTRACION ABSORBIDA DE CROMO* (PPM) A PARTIR DE DIVERSAS
CONCENTRACIONES DE chr2°7 APLICADAS A LAS RAICES DE Vicia
faba A DIFERENTES HORAS DE EXPOSICION

Concentra=
cién apli- Tiempos de tratamiento
cada (ppm)
1 h 2 h 3 h 4 h
0 0.00 0.00 0.00 0.00
(0.00} (0.00) (0.00) t0.00)
500 87.69 132.60 149.53 254,31
(11.12) (9.85) (44.27) (3.47)
1000 154.07 271.12 210.17 362.83
1. 77) t11.37) (20.78) (90.22)
2500 298,00 432.06 528.17 497.84
t54.82) (6.53) (26.136) (135.51)
5000 453.94 551.66 559.03 801,97
{15,34) (56.61) {115.57) {46,331
7500 545.38 609.74 523,69 843,32
(84,13) 15.65) t168.73) 1 1431.318)

* Promedio de¢ dos andilisia
{D.E.)




TABLA IXI. ANALISIS DE VARIANZA DE LAS CONCENTRACIONES ABSORBIDAS FPOR
LA RAIZ DE Vicia faba ENTRE LAS DIVERSAS REPETICIONES DE
EXPERIMENTOS, TIEMPOS ¥ CONCENTRACIONES

Fuente de Suma de Cuadrados . Nivel
variacién cuadrados gl medios F Sign.

Principales Efectos

Repetibilidad 1911 1 1911 0.34 0.571
Entre tiempos 97260 3 32420 5.75 0.003
Entre concentraciones 1540454 5 308091 §4.67 < 0.001
Residuo 169068 30 5636

¢ el cédlculo de F ocstéd basado en el error cuadrado medio del residuo
con &)1 95X de conflanza

¢! Crados de libertad

Nlvel Sign. Significatividad de F




TABLA III. CORRELACION DE LA CONCENTPACION DE CROMO ABSORBIDO EN LA
RAIZ DE Vicia faba CON DIFERENTES CRITERIOS DE EVALUACION
DEL DARO CITOGENETICO DESCRITO PARA ESTA PLANTA® Y CON LA
CONCENTRACION DE EXPOSICION

Correlacién
Concentracién h
de ewposicién 0.8159
Anafases totales -0.7789 >
Anafases anormales 0.6294
Aberraciones totales 0.7692 **

a Rendén 1982
® Valor significativo {(p < 0.050)
®*® valor significative (p < 0.001)



TABLA IV. CONCENTRACION ABSORBIDA DE CROHO* (PPM) EN ALGUNAS ESTRUC-
TURAS DE Tradescantia CLON 4430 A 6 HORAS DE EXPOSICION Y
30 DE RECUPERACION

Conc. Aplicada Tejido

{ppm)_ Tallo Hoja Inflorescencia

0 l.88 5.63 2.90

{0.06) {(0.61) (2.16)

1000 948.68 376.34 168.80

(81.98) {45.27) {70.32)

2000 1581.72 796.89 J15.48

(108.28) 150.80) (98.70)

4000 1804.55 1119.10 423.09

(44.09) (289.06) (4.91)

6000 2350.05 1140.57 544.69

{362.8¢) (a7.0s5) {(11.67)

8000 3566.43 1672.19 1099.95

(§.00) (235. 44) (265.04)

10000 3678.94 1841.37 719.63

(185.0¢) (124.92) 1199.80)

®* Promedlo deo dos anédlisis
(D.E.)



TABLA V. ANALISIS DE VARIANZA DE LAS CONCENTRACIONES ABSORBIDAS EN
DISTINTAS ESTRUCTURAS DE Tradescantia CLON 4430 ENTRE LAS
DIVERSAS REPETICIONES DE LOS EXPERIMENTOS Y CONCENTRACIONES

Fuente de Suma de Cuadradoes . Nivel
variacién cuadrados gl medies F Sign.
Principales Efectos

Repetibilidad 8251 1 8251 0,04 0.853
Entre Concentraciones 21806490 6 3634415 15,77 < 0.001
Entre Estructuras 16746082 2 8373041 36.32 < 0.001
Residuo 7376248 32 230508

* o] célcylo de F ests§ bamado on ol error cuadrado medlo dejl res)duc
con el 98X de conflanza

9] Grades de libertaa

Nivel Slgn. Slgnificatividad de F
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Lavar las semillas en agua corriente
l—— =2n

Remojar
24 h

Lavar con agua corriente y colocar entre dos capas
de aigod6n humedecido

1

Una vez presentes las radiculas se remueve la testa y dejar
crecer hasta alcanzar una longitud de 3-4 cm

Aplicar las cencentraciones de
500, 1000, 2500, 5000 Y 7500 ppm de K.Cr,0,

l

Se dan tratamientos de 1, 2, 3 y 4 horas

l

Las raices y hojas se lavan a chorro de agua
l———— 2 minutos

Lavar con HNO., al 5 ¥ y agua desionizada

3
y secar a 80 °C

l

pigerir a 500 °C durante toda la noche

l

Resuspender las cenizas en 25 ml de HClL al 4 §%

l

Leer en espectrofotémetroc de absorcién atdmica

Fig. 1. TECNICA PARA EL ANALISIS DE LA ACUMULACION DE CROMO EN
RAICES DE Vicia faba



Se forman 6 lotes dg 30 plantas cada uno

s

«
Como blanco se utiliza agua
destilada en vasos de
precipitados

A los lotes experimentales
sa les aplican las siguien-
tes concentraciones 1000,

2000, 4000, 6000 y 10000
Ppm de K_Cr 0, en vasos de
precipitidod

Lavar con agua corriente

1

Colocar los cortes en agua y alreaclén constante

1_ 30

Lavar los cortes con HNO3 al 5 & y agua desionizada
y dividirles en tallos, yemas y hojas y se secan a 80 °C

l

Macerar hasta su pulverizacioén

!

pDigerir a 500 °C durante toda la noche

l

Leer en espectrofotédmetro de absorcién atémica

¥ig. 2. TECNICA PARA EL ANALISIS DE LA ACUMULACION DE CROMO EN
DIVERSOS TEJYIDOS DE Tradescantia
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Fig 3. Acumulacidn de cromo en las ralces de Vicia faba a diferentes concentraciones y tiempos
de exposicién con dicromalo de potasio.
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Fig 4. Tendencia de la acumulacién de cromo en las raices de Vicia faba a diferentes concentraciones
y tiempos de exposicién con dicromato de polasio.
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Fig. 5. Relaciébn de la concentracién de cromo absorbidoy el efecto genético a una hora de
exposicién con dicromato de potasio en Vicia faba.
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Fig. 6. Relacién de la concentracién de cromo absorbido y el efecto genético a dos horas de
exposicién con dicromato de potasio en Vicia faba.
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Fig. 7. Relacién de la concentracién de cromo absorbido vy el efecto genético a tres horas
de exposicién con dicromato de potasio en Vicia faba.



Frecuencia (%)

20
15
~ % Anafases Anormales
10
9% Aberraciones Totales
5 -
0

254.3 362.8 497.8 802.0

Cromo acumulado (ppm)

Fig. 8. Relacion de la concentracién de cromo absorbido y el efeclo genético a las cuatro horas
de exposicidén con dicromato de potasio en Vicia faba.
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Fig. 9. Relacién de la concentracién de cromo absorbido y anafases registradas a una hora de
exposicién con dicromale de polasio en Vicia faba.
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Fig. 10. Relacién de la concentracién de cromo absorbido y anatases regisiradas a dos horas
de exposicibn con dicromato de potasio en Wicia faba.
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Fig. 11. Relacidn de la concentracidn de cromo absorbido y anafases registradas a tres horas de
exposicién con dicromato de polasic en Vicia faba.
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Fig. 12. Relacién de la concentracién de cromo absorbido y el efecto genético a fas cuatro horas
de exposicién con dicromato de potasio en Vicia faba.
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Fig. 13. Acumulacién de cromo en diversas estructuras de Tradescantia cton 4430 a 6 horas
de exposicién y 30 horas de recuperacion con dicromato de polasio.



Acumulacion (ppm) Frec. Microndcleos (%)

800 10
8
600
-16
— Conc. Acumulada
400
-+ Micronticleos
14
200 .
+42

1000 2000 4000 6000 8000 10000
Exposicidn (ppm)

Fig. 14. Relacién de la concentracién de cromo absorbido y la frecuencia de micronticleos a
6 horas de exposicion y 30 horas de recuperacién con dicromato de potasio en infloscen-
cias de Tradescantia clon 4430. + Tomado de Cisneros (1986).



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Tablas
	Figuras



