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RESUMEN

La contaminacion de los ambientes costeros de la peninsula de Yucatan es un
problema emergente debido a las tendencias de desarrollo economico y las
caracteristicas hidrologicas en dicha region. Dentro de los contaminantes detectados
en la franja costera del estado de Yucatan se encuentran los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP) y los Plaguicidas Organoclorados, compuestos quimicos de gran

interés a nivel mundial por sus caracteristicas toxicoldgicas.

El objetivo de la presente investigacion es analizar los efectos citotoxicos
(crecimiento de raices e indices mitéticos de las células de ellas) y genotoxicos
(anormalidades en los nucleos celulares) en la especie Allium cepa, producto de la
exposicion a muestras obtenidas en ambientes acuéticos costeros de Sisal, Yucatan,
por la presencia de los ya mencionados tipos de contaminantes, determinando,

ademas, las concentraciones de estos en las distintas muestras.

La determinacion de los contaminantes se llevd a cabo con analisis de
cromatografia de gases con detector selectivo de masas, mientras que la evaluacién de
los efectos toxicoldgicos se realizdé con el uso de un bioensayo utilizando a la especie
Allium cepa (cebolla) como sujeto de prueba de ensayo toxicolégico, misma que fue

seleccionada por su sensibilidad comprobada ante la presencia de contaminantes.

Los resultados de los efectos citotdxicos y las pruebas estadisticas de Kruskall
Wallis y regresion lineal sugieren que, si bien existié una disminucion de los valores de
crecimiento y tasa mitética en las células de las raices de los organismos, sélo en una

de las muestras se presentaron resultados estadisticamente significativos en



comparacién con los controles negativos del bioensayo. Por otro lado, los resultados de
genotoxicidad y las pruebas estadisticas demostraron que 7 de las 28 muestras
ambientales produjeron diferencias estadisticamente significativas, mostrando una
correlacion positiva entre la concentracion de hidrocarburos arométicos policiclicos de
bajo peso molecular, Heptacloro, DDE y Metoxicloro y el numero de anormalidades

contabilizadas en los nucleos celulares.

En conclusion, las concentraciones de algunos de los contaminantes
analizados en el presente trabajo mostraron una relacion positiva en la generacion de
efectos genotoxicos en las células de las raices de Allium cepa, dichos contaminantes,
presentandose en todos los ambientes acuaticos analizados en este trabajo,
atribuyendo de tal manera, el papel del acuifero en el trasporte de contaminantes
desde el interior de la peninsula. Esto ultimo, reforzado con la deteccién de cafeina en
todas las muestras analizadas, compuesto relacionado a la presencia de descargas de

aguas residuales.



INTRODUCCION

La contaminacién del acuifero de la peninsula de Yucatdn ha ido en aumento
debido a la creciente demanda y presion por parte de los diferentes sectores de la
sociedad ya que este es la Unica fuente del vital recurso, pero ademas es el principal
receptor de las aguas residuales y de todos los lixiviados que llegan de la superficie. Lo
anterior compromete el bienestar de los diversos sistemas acuéaticos que dependen de
€l como aquellos ubicados en las regiones costeras, ya que estos ambientes dependen
en gran medida de los flujos de agua subterranea desde el interior de la peninsula que
emanan a la superficie en las regiones costeras por las caracteristicas hidrologicas

dominantes en el karst de la peninsula de Yucatan.

Diversos estudios han reportado la presencia de contaminantes organicos de
origen aléctono en ambientes costeros debido a la presencia de estos en muestras de
aguas subterraneas en regiones alejadas de actividades que involucren el uso y
liberacibn de estos compuestos quimicos. Dentro de estos contaminantes, los
hidrocarburos aromaticos policiclicos y los plaguicidas organoclorados han sido
detectados en sedimento y agua de los ecosistemas costeros cobrando especial interés
debido a su amplio reconocimiento por su potencial toxicoldgico tanto para la sociedad
como para los ecosistemas. En el presente trabajo se analiza la citotoxicidad y
genotoxicidad de extractos de agua de diferentes ambientes costeros en células de la
raiz de cebolla (Allium cepa) y su correlacion con 16 hidrocarburos aromaticos

policiclicos y 21 plaguicidas organoclorados.



MARCO TEORICO

En la Republica Mexicana los ambientes karsticos, relieves dominados por roca
caliza intemperizada quimicamente por el agua que promueven el flujo subterrdneo de
esta mediante conductos, representan aproximadamente una superficie de 391 700
km?, de los cuales 35 000 km? se encuentran dentro de la peninsula de Yucatan
distribuidos entre los estados de Quintana Roo, Campeche y Yucatan, este ultimo, con
el 95% de su superficie con este tipo de ambiente (Estrada et al., 2019; Long et al.,

2018).

Los estratos calcareos de Yucatan surgieron a partir de sedimentos marinos y
arrecifes coralinos, los cuales, con la emersion de la peninsula de Yucatan se
intemperizaron hasta formar el sedimento que daria origen a los diferentes estratos de
roca caliza. Los eventos de emersion de la peninsula tuvieron lugar, el primero de ellos,
hace 5.3 Ma, el segundo de ellos 3.6 Ma y el ultimo hace 18 mil afios (Bautista et al.,
2011). El karst de la peninsula de Yucatan es del tipo holokarst, pues todo el flujo de
agua de las precipitaciones es drenado rapidamente al subsuelo a través de las

fracturas y los poros generados a partir de la disolucién de las rocas carbonatadas.

Poco mas del 80% del estado de Yucatan presenta un clima de tipo célido
subhimedo, el 20% restante tiene un clima arido y semiarido localizados en la franja
costera al norte del estado. Por su parte, la temperatura media anual del estado es de
aproximadamente 26 °C, teniendo variaciones mensuales que van desde los 16 °C en
los meses mas frios, hasta los 36 °C en los meses mas calidos (Figura 1) (Lamas et al.,

2021).
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Figura 1. Mapa de climas presentes en el estado de Yucatan, elaboracion propia con
informacion de INEGI, (2008).

La precipitacibn media anual para el estado de Yucatdn es de
aproximadamente 1100 mm, la cual presenta un gradiente a la baja hacia el norte del
estado debido a que los vientos durante la época de lluvias, la cual es en verano,
concentran la mayoria de la precipitacion al interior de peninsula (Figura 2)(Lamas et

al., 2021).
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Figura 2. Mapa de precipitaciones medias anuales en el estado de Yucatan. Elaboracion propia
con informacién de INEGI, (2006).

La peninsula de Yucatan se caracteriza por la ausencia de rios y lagos, en

cambio posee una compleja red de drenaje subterraneo a través de las grietas y

fracturas de las rocas carbonatadas, las cuales se encargan de la recarga y

movilizacion de las reservas de agua subterranea en la regién (Coke, 2019). La

ausencia de escorrentias superficiales en ambientes karsticos como el de la peninsula

de Yucatan se debe a las grandes tasas de disoluciébn de las rocas y la gran



permeabilidad de las mismas, lo cual provoca que el agua de lluvia se infiltre a gran

velocidad hacia el manto freético (Escolero et al., 2000).

El acuifero Yucateco es la principal fuente de abastecimiento para las
diferentes actividades de la poblacién, tanto econdmicas como domeésticas. Sin
embargo, aunado a la falta de escorrentias superficiales, es el mismo acuifero el
principal receptor de las aguas residuales generadas por dichas actividades (Sanchez y
Pinto, 2021). El acuifero interior de la peninsula consta de una capa de agua dulce de
gue puede alcanzar aproximadamente 45 m de espesor, dicha capa se encuentra
sobre una capa de agua salada, la cual tiene su origen por la intrusién de las aguas
oceanicas hacia el interior de la peninsula o bien, por la disolucién de las rocas ricas en
sales, que ha tenido lugar a lo largo de la historia geologica de la region y las
descargas de aguas residuales sin tratar al acuifero (Rocha et al., 2015). A medida que
el acuifero se acerca a la zona costera la capa de agua dulce se vuelve mas estrecha y
la influencia de las intrusiones de agua proveniente del océano es mayor provocando

gue el agua salada de encuentre a menor profundidad.

El flujo de las aguas subterraneas a nivel regional va de la parte sur de la
peninsula, territorio con una mayor precipitacion anual, hacia la region costera del norte
de Yucatan, en donde emerge a través de ojos de agua alimentando la gran variedad
de ecosistemas acuaticos costeros propios de la region. El flujo y la descarga de agua
se ven incrementados en aquellas regiones en donde el anillo de cenotes intercepta
con la linea de costa (Figura 3) (Perry et al., 1995). Los cenotes, formaciones propias
de los sistemas karsticos, se tratan de cavernas inundadas formadas por la disolucién

de las rocas calcareas por accién del agua cuyo techo se adelgaza hasta el punto de



dejar expuesto de manera total o parcial el interior de la formacion (Suarez y Rivera,

1998).

S0°00"W
1

BQ'CII L

N Zonas de recarga, transito y descarga del acuifero
dentro del anillo de cenotes.

Simbologia
| Descarga
\_[ Trénsito

B Recarga /

§pm21°00N
|

K

21°00 N4 .-/ &N

5 !

I ~ Ani[»loid‘g C’einotes

AN TR L T Y9 o5 90 200 &0 40

- — — Kilometros

T T
80°00"W 89°00"W

Figura 3. Zonas de recarga, transito y descarga del acuifero yucateco dentro del anillo de
cenotes de la Peninsula de Yucatan.

Contaminacion hidrica en Yucatan

Al ser un pais en vias de desarrollo, México tiene como una de sus principales
actividades economicas la agricultura, la ganaderia, la pesca y la industria. Lo anterior
da lugar a un uso vy liberacion de diferentes compuestos quimicos contaminantes como

los hidrocarburos y los plaguicidas organoclorados. Estudios realizados por Wong et al.
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(2009, 2010) reportan la presencia de compuestos organoclorados en muestras de
suelo a lo largo de todo el territorio del pais. Para el caso en particular de la peninsula
de Yucatan, region del pais donde se encuentra la zona del presente estudio, Polanco
et al. (2015) reportaron concentraciones elevadas de plaguicidas organoclorados en
muestras de agua de cenotes, asi como en muestras de sangre de pobladores de
diferentes comunidades rurales a lo largo del estado de Yucatan. Las principales
actividades que involucran la liberacion al ambiente de plaguicidas, tanto
organoclorados como organofosforados, en el estado de Yucatan son la agricultura, la
ganaderia, el control de vectores de enfermedades y el uso doméstico (Rodriguez et

al., 2018).

Por su parte, la contaminacién por hidrocarburos aroméaticos policiclicos ha sido
investigada en diferentes estudios dentro de la peninsula de Yucatén. Valenzuela et al.
(2005) en un muestreo de agua y sedimento de lagunas costeras durante las épocas
de nortes, secas y lluvias en Chelem y Progreso detectaron contaminacién por
hidrocarburos totales en ambas matrices ambientales, la cual mostré6 una variacion
dependiendo de la época en la que se llevo a cabo la toma de las muestras. Para el
caso de Chelem se reportaron concentraciones promedio de 35.34, 7.07 y 5.23 ug-L*
para dichas etapas del afio, mientras que, los analisis de agua proveniente de Progreso
reportaron, en las mismas etapas, detectaron una media de 27.11, 7.13y 2793.41ug-L™*
respectivamente, con lo cual, se deja en claro la presencia de HAP en la region costera

del estado de Yucatan, en la cual se localiza la zona de estudio del presente trabajo.



Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas son un grupo de compuestos quimicos empleados para el
control de poblaciones de insectos, plantas, hongos, incluso son utilizados para el
control de vectores de enfermedades que afectan a la sociedad como la malaria y el
dengue (Mehlhorn et al., 2022; Zhang et al., 2022). Gran cantidad de estudios y
organizaciones gubernamentales a nivel mundial reconocen a los plaguicidas como
compuestos peligrosos, ademas de ser un agente importante de contaminacién de
agua, suelo y aire. Lo anterior se debe a las caracteristicas de un gran porcentaje de
ellos una vez liberados en el ambiente (su toxicidad en organismos vivos, un largo
tiempo de vida media, lipofilicidad, su gran capacidad para bioacumularse y/o su gran
rango de transporte desde la fuente de liberacion), como algunos de tipo organoclorado
u organofosforado (Jayaraj et al., 2016). Las principales fuentes de contaminacién por
plaguicidas son el sector agricola-ganadero, el industrial y el control de vectores de
enfermedades, donde la mayoria de las liberaciones de estos compuestos tiene lugar

en paises en vias de desarrollo (Atreya et al., 2011).

Los plaguicidas organoclorados son un grupo especifico de compuestos con
iones de cloro en su estructura molecular. Jayaraj et al. (2016) reconoce la alta
solubilidad en lipidos, la gran persistencia en el ambiente, la baja polaridad y
solubilidad en agua como las caracteristicas basicas de los plaguicidas organoclorados.
Dichas caracteristicas, han despertado un interés hacia este tipo de compuestos
guimicos por parte de diferentes organizaciones gubernamentales dando lugar a
tratados y acuerdos internaciones como el Convenio de Estocolmo sobre

Contaminantes Organicos Persistentes firmado el 23 de mayo 2001 y entrando en vigor
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el 17 de mayo de 2004, en el cual los paises participantes se comprometen a eliminar o
bien reducir el uso, importacion, exportacion y emision al ambiente de estos

contaminantes de la mayoria de este tipo de plaguicidas.

Los plaguicidas organoclorados son compuestos quimicos altamente tdxicos
para la salud de las personas. Dentro del amplio espectro de efectos adversos sobre
los organismos vivos destacan aquellos sobre el sistema endocrino y nervioso
resultado de una exposicion cronica a este tipo de compuestos, algunos de las cuales
se encuentran en el listado de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) sobre la identificacion de sustancias carcinogénicas peligrosas para los
humanos dentro del Grupo 2A (Probable carcinogénico para humanos) y Grupo 2B
(Posible carcinogénico para humanos), por ejemplo, el DDT y sus compuestos hijos, el
DDE y DDD, se encuentran en el grupo 2A dentro de dicha lista; por su parte, en el
grupo 2B estan listados plaguicidas como el Heptacloro y el (a, B, y, 0)-
Hexaclorociclohexano (Tabla 1) (Alavanja et al., 2004; Teresa et al., 2006; Wang et al.,

2022).

Tabla 1. Caracteristicas y Clasificacion de los Plaguicidas Organoclorados Evaluados.!

Compuesto Férmula Quimica Peso Numero CAS  Ranking Clasificacion
molecular ATSDR IARC
(g/mol) (Grupo)
a-Hexaclorociclohexano C6H6CI6 290.83 319-84-6 110 2B
B-Hexaclorociclohexano C6H6CI6 290.83 319-85-7 36 2B
y-Hexaclorociclohexano C6H6CI6 290.83 58-89-9 34 2B
0-Hexaclorociclohexano C6H6CI6 290.83 319-86-8 41 2B
Heptacloro C10H5CI7 373.32 76-44-8 28 2B

1 Tabla 1 (Continua en la pagina siguiente)
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Aldrin C12H8CI6 364.92 309-00-2 25 2A

Clorpirifos C9H11CI3NO3PS 350.59 2921-88-2 64 N/D
Heptacloro Epéxido C10H5CI7O 389.32 1024-57-3 48 2B
Trans-clordano C10H6CI8 409.78 5103-74-2 62 2B*
Endosulfan | C9H6CI603S 406.92 959-98-8 47 3
Cis-clordano C10H8CI6 409.78 5103-71-9 49 2B*
Dieldrin C12H8CI6O 380.91 60-57-1 18 2A
DDE C14H8Cl4 318.03 72-55-9 21 2A**
Endrin C12H8CI60 380.91 72-20-8 42 3
Endosulfan Il C9H6CI603S 406.92 33213-65-9 63 2B
DDD Cl4H10Cl4 320.05 72-54-8 26 2A**
Endrin aldehido C12H8CI60 380.91 7421-93-4 68 3*
Endosulfan sulfato C9H8CI604S 422.92 1031-07-8 55 2B
DDT C14H9CI5 354.49 50-29-3 13 2A
Endrin cetona C12H8CI6O 380.91 53494-70-5 58 3*
Metoxicloro C10H10CI20 345.66 72-43-5 56 3

Nota. Se muestra la posicidon que ocupan los plaguicidas seleccionados para este trabajo con base en el
ranking de las 275 sustancias prioritarias de la Agencia para el Registro de Sustancias Toéxicas y
Enfermedades (ATSDR, por sus siglas en inglés) y la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, por sus
siglas en inglés) del afio 2022 (Agency for Toxic Substances and Diasease Registry [ATSDR], 2023). La
clasificacién de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) es con base en el listado de agentes clasificados por las monografias de dicha organizacion,
Grupo 1 (Cancerigeno para los humanos), Grupo 2A (Probablemente cancerigeno para los humanos,
Grupo 2B (Posiblemente cancerigeno para los humanos) y Grupo 3 (No clasificable en cuanto a su
carcinogenicidad para los seres humanos)(International Agency for Research on Cancer [IARC], 2023).
El peso molecular se obtuvo consultando el software ECOSAR 2.2 (United States Environmental
Protection Agency, 2022).

*Estimacion con base en la clasificacion del su isémero principal.

**Estimacion con base en la clasificacién del compuesto padre.

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los HAP son compuestos quimicos organicos en cuya estructura se pueden
encontrar dos o mas anillos aromaticos enlazados, principalmente con atomos de
hidrégeno y oxigeno. Ademas, son altamente lipofilicos e hidrofébicos. Los HAP son
generados tanto de forma natural como de forma antropogénica durante la combustion

o fuga de combustibles fosiles, como el gas y el petréleo, incendios forestales,
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actividades volcanicas, por el flujo de aguas residuales e industriales, por mencionar
algunos ejemplos de generacién (Ghosh y Mukherji, 2021; Igwe et al., 2022; Kuk et al.,

2012).

De igual manera, que los plaguicidas organoclorados, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos son considerados como contaminantes organicos persistentes
ya que se caracterizan por una alta capacidad de bioacumulacién, por su lenta
degradacion, por su baja taza de biodegradacion y por una movilidad muy alta
(principalmente en la atmosfera), lo cual combinado con su toxicidad son capaces de
generar afectaciones a los organismos vivos y a los ecosistemas tanto en la fuente de
emision como lejos de ella, teniéndose evidencia de efectos inmunotoxicos,
genotoxicos, carcinogénicos y hepatotoxicos, su bioacumulabilidad dentro de las
cadenas troficas, asi como de alteraciones en la biodiversidad y ciclo de nutrientes
(Crayol et al., 2023; Gad y Gad, 2023; Naccari et al., 2011; Zamora et al., 2012). L6pez
et al. (2019) mencionan que estos compuestos, toxicolégicamente hablando, son los
mas peligrosos dentro del grupo de hidrocarburos ya que poseen propiedades
carcinogénicas y mutagénicas. Se tiene el conocimiento de mas de 100 tipos diferentes
de HAP, sin embargo, 16 de estos compuestos, mismos que fueron evaluados en este
trabajo y los cuales se mencionan en la Tabla 2, se encuentran en la lista de
contaminantes prioritarios para la Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados
Unidos de América (USEPA), debido a diferentes factores como su toxicidad y su
amplia presencia es sistemas ambientales, con lo cual cobran especial relevancia en

temas de salud publica y ambiental (Ortiz et al., 2012).

13



Tabla 2. Caracteristicas y clasificacién de los HAP evaluados en este trabajo.

HAP Férmula Peso Numero CAS Ranking de Clasificacion de
guimica molecular la ATSDR la IARC
(g/mol) (Grupo)
Naftaleno C10H8 128.18 91-20-3 82 2B
Acenaftileno C12H10 152.20 208-96-8 N/D 3
Acenafteno C12H10 154.21 83-32-9 176 3
Fluoreno C13H10 166.22 86-73-7 N/D 3
Fenantreno C14H10 178.24 85-01-8 256 3
Antraceno C14H10 178.24 120-12-7 N/D 2B
Fluoranteno C16H10F 202.26 206-44-0 N/D
Pireno C16H10 202.26 129-00-0 266
Benzo[a]antraceno C18H12 228.29 56-55-3 38 2B
Criseno C18H12 228.30 218-01-9 146 2B
Benzo[b]fluoranteno C20H12 252.32 205-99-2 10 2B
Benzo[K]fluoranteno C20H12 252.31 207-08-9 61 2B
Benzo[a]pireno C20H12 252.32 50-32-8 8 1
Indeno[1,2,3-cd]pireno C22H12 276.34 193-39-5 179 2B
Dibenzo[a,h]antraceno C22H14 278.36 53-70-3 15 2A
Benzo[g,h,i]perileno C22H12 276.34 191-24-2 N/D 3

Nota. Se muestra la posicidbn que ocupan los plaguicidas seleccionados para este trabajo con
base en el ranking de las 275 sustancias prioritarias de la Agencia para el Registro de
Sustancias Toxicas y Enfermedades (ATSDR, por sus siglas en inglés) y la Agencia de
Proteccion al Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés) del afio 2022 (Agency for Toxic
Substances and Diasease Registry [ATSDR], 2023). La clasificacion de la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) es con base en el listado de
agentes clasificados por las monografias de dicha organizacién, Grupo 1 (Cancerigeno para los
humanos), Grupo 2A (Probablemente cancerigeno para los humanos, Grupo 2B (Posiblemente
cancerigeno para los humanos) y Grupo 3 (No clasificable en cuanto a su carcinogenicidad para
los seres humanos) (International Agency for Research on Cancer [IARC], 2023). El peso
molecular se obtuvo consultando el software ECOSAR 2.2 (United States Environmental
Protection Agency, 2022).

Generalidades del uso del bioensayo con Allium cepa
Los bioensayos de toxicidad son una herramienta muy utilizada para obtener
una vision general completa de la peligrosidad de un compuesto liberado en los

ecosistemas (Feretti et al., 2008). Los bioensayos hacen uso de especies que denotan
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alguna clase de efecto como resultado de una exposicibn a compuestos quimicos o

sustancias téxicas ante presencia producto de la contaminacion (Souza et al., 2013).

Las evaluaciones de riesgos ecologicos por la presencia de contaminantes en
los diferentes ambientes son un tema de interés a nivel global. Para conocer la
peligrosidad de las concentraciones de las sustancias quimicas se ha empleado a
Allium cepa (cebolla blanca) como un sujeto de prueba de ensayo toxicologico debido a
su sensibilidad ante la presencia de xenobidticos en el ambiente. La introduccion de la
especie dentro de un ensayo toxicoldgico se realiz6 en la década de los afios treinta
por parte de Levan (1938), la cual fue llevada a cabo con el fin de evaluar los efectos
del medicamento Colchicina en la mitosis radicular de la cebolla (Hillesh et al., 1938).
Desde entonces el bioensayo ha sido mejorado, logrando, hoy en dia, que Allium cepa
sea empleada para evaluar la genotoxicidad de plaguicidas organoclorados y
organofosforados, metales pesados, hidrocarburos aroméaticos policiclicos e incluso

diferentes tipos de farmacos (Jayawardena et al., 2021; Lais et al., 2022).

La popularidad de este bioensayo radica en los bajos costos de adquisicion de
los ejemplares, lo facil de su mantenimiento y en las caracteristicas del material
genético, el cual se presenta en 8 pares de cromosomas, los cuales son de gran
tamafio, facilitando la visualizacién del ciclo mitético y los dafios producidos en el
material genético, sumado a la gran respuesta de los organismos de dicha especie

para denotar cambios a nivel celular y molecular (Grant, 1982).
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Genotoxicidad y citotoxicidad

La genotoxicidad hace referencia a la capacidad que poseen los compuestos
qguimicos de causar alguna afectacion sobre la secuencia del material genético, tanto
de ADN como de ARN, como por ejemplo, la formacién de aductos, los cuales son
estructuras quimicas formadas tras la union de un compuesto en sitios dentro de la
secuencia; entrecruzamientos, roturas en la secuencia de ADN y/o mutaciones, asi
como alteraciones celulares resultantes, como la promocion o inhibicién de la apoptosis

celular, originadas por dichos efectos (Emam et al., 2014; Soldi et al., 2023).

Las células pueden presentar diferentes tipos de anormalidades en su
estructura producto de las alteraciones genotoxicas, como los micronucleos, los cuales,
segun Fenech (2006), son pequefias estructuras citoplasmaticas que se forman
durante la division celular y contienen cromosomas o fragmentos de estos que no
lograron incorporarse de forma adecuada a los nucleos de las células hijas; células
binucleadas; nucleos arrifionados, los cuales, como su hombre o menciona, asemejan
la forma de un rifidn; nucleos condensados, en los cuales este organelo presenta la
cromatina en mayor densidad, confiriéndole a este un aspecto mas opaco y compacto
en comparacién con aquellos que no presentan esta condicion; y nucleos con yemas,
los cuales, segun Ortiz et al., (2023), son pequefas protuberancias de forma irregular
formadas a partir del nlcleo y conectadas a este mediante material nucleoplasmico. Sin
embargo, es el primero de estos uno de los principales marcadores empleados en los
estudios de genotoxicidad por su alta incidencia y factibilidad de generacion en las
células de organismos que han sido expuestos a compuestos quimicos genotoxicos

(Figura 4). Los ensayos genotoxicos se utilizan para la evaluacion de la toxicidad
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potencial de muestras de agua o suelos contaminados como una primera aproximacion

para un posterior andlisis quimico a detalle de dichas muestras (Abdel et al., 2007).

Por su parte, la citotoxicidad, también conocida como toxicidad celular, segun
Hernandez et al. (2015) se puede definir como los efectos adversos que resultan de la
interferencia con la estructura, procesos celulares, o ambos, que son fundamentales
para un correcto funcionamiento, supervivencia y division celular. Esto Ultimo esta
determinado por la mitosis celular, pues algunos compuestos téxicos tienen la
capacidad de inhibir los procesos mitéticos en las células y por ende el crecimiento de
tejido, efecto observado en las raices de Allium cepa tras la exposicion a sustancias
toxicas (Hidalgo et al., 1989). Una evidencia de estos efectos puede ser observada a
través de la medicién de los indices mitoticos, los cuales hacen la relacion entre el
namero total de células en divisién celular y el nUmero total de células observadas

(Maity et al., 2020).

17



Figura 4. Micronucleo formado en célula de Allium cepa. Imagen propia obtenida durante las
observaciones en el microscopio de las células de la muestra SIS0O5 evaluada en este trabajo.
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JUSTIFICACION

La presencia de contaminantes organicos en las costas de la peninsula de
Yucatan es un problema que ha sido documentado por diferentes autores a lo largo de
los afos, denotando una tendencia creciente a medida que se promueve el desarrollo
econdmico y crecimiento poblacional en esta region del pais. Esto ultimo, aunado a las
caracteristicas hidrogeoldgicas del acuifero yucateco, despiertan el interés por conocer
los efectos que puede ocasionar la contaminacion hidrica esta region del pais, ya que
€l acuifero en cuestion es la principal fuente de abastecimiento del vital liquido para la

sociedad y los ecosistemas.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos y los plaguicidas organoclorados son
contaminantes de gran interés por organizaciones, tanto gubernamentales, sociales y
académicas a nivel nacional e internacional, ya que se busca la eliminacién o bien, la
reduccion de las emisiones al ambiente debido a los efectos adversos que generan

este tipo de compuestos organicos cuando son liberados al ambiente.

Una de las formas de la evaluacion de la toxicidad de muestras ambientales se
realiza mediante el uso de especies, sensibles a la presencia de contaminantes como
la especie Allium cepa (cebolla blanca) cuyo tejido radicular puede denotar efectos
citotoxicos y/o genotdxicos al ser expuesta a sustancias quimicas con este tipo de

propiedades.

La presente investigacion surge como respuesta a las diferentes problematicas
sobre la gestion y contaminacion de los recursos hidricos en la peninsula de Yucatan.
La informacion generada a partir de la interpretacion de los resultados obtenidos en

este trabajo podra contribuir a establecer la linea base sobre el estado de
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contaminacion de los ecosistemas acuaticos costeros al momento de generar
propuestas encaminadas hacia la reduccion de la contaminacion y una adecuada
gestion de los recursos hidricos de dichos ambientes de la peninsula de Yucatan, tema
que cobra especial relevancia ya que las caracteristicas hidrogeoldgicas propios del
karst yucateco propician una interconexion y dependencia de este tipo de ambientes
con el acuifero yucateco, el cual no so6lo funge como la principal fuente de agua, sino
gue ademas, como el principal receptor de contaminantes, teniendo la capacidad de

movilizarlos desde el interior de la peninsula hasta las zonas costeras de la region.
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OBJETIVOS
Objetivo General
Correlacionar los efectos genotoxicos y citotoxicos de extractos organicos, de
muestras de agua superficiales obtenidas en ambientes acuaticos costeros (marinas,
ciénegas y ojos de agua) en Sisal, en el estado de Yucatan con la presencia de

plaguicidas organoclorados e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Objetivos Particulares

1. Evaluar los efectos genotdxicos y citotoxicos de extractos organicos de
muestras de aguas superficiales obtenidas en ambientes acuaticos costeros
en Sisal, Yucatan.

2. Determinar los niveles de contaminacién de cuerpos de agua superficiales
por plaguicidas organoclorados e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

3. Determinar si existe una variacion espacial de la toxicidad de los extractos
organicos de agua proveniente de la zona marina, la ciénega y los ojos de
agua de Sisal, Yucatan.

4. Evaluar si existe una correlacidon entre la presencia y concentraciones de los

contaminantes con los efectos genotoxicos y citotdxicos en los organismos.
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HIPOTESIS

Debido a la presencia de contaminantes organicos en los diferentes ambientes
acuaticos costeros, como los hidrocarburos arométicos policiclicos y los plaguicidas
organoclorados, se espera que extractos obtenidos de muestras de agua provenientes
de dichos ecosistemas generen la aparicion de efectos citotoxicos y genotdxicos

observables en las raices de la especie Allium cepa (cebolla blanca).

De igual manera se espera que los efectos genotoxicos y citotdxicos
provocados en la especie aumenten en funcion de la concentracion de los

contaminantes extraidos de las muestras ambientales.

Asi mismo, se espera que las concentraciones se veran incrementadas en
aquellas zonas con una mayor influencia de las diferentes practicas llevadas a cabo por

los pobladores de Sisal.
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METODOLOGIA
Zona de estudio

El estudio se llevé a cabo en la franja costera del norte de Yucatan, obteniendo
las muestras dentro y en la periferia de la comunidad de Sisal, ubicada en el municipio

de Hunucma en el estado de Yucatan, México (Figura 5).
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Figura 5. Localizacion dentro del estado de Yucatan de la zona de estudio, elaboracion propia
con informacion de INEGI (2022).

Se realiz6 una toma de muestras de agua en 28 puntos a lo largo de la costa,
de las cuales 18 se localizaron en la zona marina, dos en el Puerto de Abrigo, principal

puerto pesquero de la comunidad, cinco en ojos de agua y tres en zonas de ciénega
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(Figura 6). En cada una de las estaciones de muestreo se colectd 1 litro de agua en
una botella @mbar de vidrio a una profundidad de 10 centimetros desde la superficie.
Las muestras fueron almacenadas en refrigeradores a una temperatura de 4° C hasta

su uso.
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Figura 6. Localizacion de las estaciones de muestreo. Los diferentes ecosistemas acuaticos
costeros se representan por cuatro diferentes colores, café para ciénegas; azul para marinas,
rosa para ojos de agua y verde para las muestras obtenidas en el Puerto de Abrigo.
Elaboracion propia con informacion de (INEGI, 2022).

Las muestras fueron nombradas con la palabra “SIS” haciendo referencia a la
obtencion de estas en el poblado de Sisal, seguidas por el niamero del punto de

muestreo de donde fueron obtenidas, el cual fue del 1 al 28 (Figura 6).
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Determinacion de contaminantes en el agua

Preparacion de los extractos de agua
Se realiz6 una extraccion en fase soélida de las muestras de agua con el fin de
separar a los contaminantes de tipo organico de otras interferencias encontradas en el
agua como iones mayores, menores y nutrientes. Se utilizaron cartuchos Strata-X de
500 mg/6 mL (Phenomenex, 8B-S100-HCH), un manifold y un sistema de vacio (Figura
7). Se comenz6 con un acondicionamiento de los cartuchos, realizando una elucién
secuencial con disolventes de creciente polaridad (10 mL de acetato de etilo, 10 mL de
metanol y 10 mL de agua Tipo |, la cual es la mas apta para técnicas analiticas tan

sensibles como la cromatografia, pues no posee ninguna clase de iones disueltos.

Una vez acondicionados los cartuchos, se paso6 1 L de muestra con un flujo de
10-15 mL/min, evitando en todo momento que los cartuchos se secaran. Al finalizar el
filtrado de las muestras, los cartuchos se enjuagaron con 10 mL de agua Tipo | para
eliminar sales y otras interferencias y posteriormente se secaron con ayuda de vacio
durante aproximadamente 120 min. Los compuestos extraidos en cada cartucho fueron

recuperados eluyendo con 15 mL de acetato de etilo.

Los extractos obtenidos se concentraron empleando una corriente suave de
nitrogeno hasta concentrarlos en viales de 2 mL, donde las muestras fueron
evaporadas a sequedad, para después ser reconstituidas con 100 pL de etanol. A partir

de estos extractos se prepararon las muestras de agua para el bioensayo.
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Figura 7.Sistema de extraccion de los contaminantes organicos de las muestras.

Se analiz6 la presencia y concentracion de 20 plaguicidas organoclorados, 1
plaguicida organofosforado, 16 hidrocarburos arométicos policiclicos, enlistados en las
Tablas 1y 2, y, como marcador de descargas de aguas residuales en los diferentes
ambientes costeros, la cafeina. La obtencion de extractos y el andlisis de
contaminantes organicos se realiz6 en el Laboratorio de Ciencias Ambientales
Costeras de la Unidad de Quimica en Sisal de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los
analisis de cafeina forman parte de los proyectos de investigacion del Laboratorio
Nacional de Resiliencia Costera, en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e
Investigacion (UMDI) en Sisal, Yucatan, y fueron llevados a cabo por David Parra
Valencia, estudiante del posgrado de Ciencias del Mar y Limnologia de dicha sede de

investigacion.
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Las muestras se reconstituyeron con 50 pL de acetato de etilo y fueron
colocadas en insertos conicos de vidrio de 250 pL para poder realizar el andlisis
cromatografico de las mismas, empleando un automuestreador e inyectando 1 pL de la
muestra. La identificacion y cuantificacion de los compuestos individuales se realizd
empleando un cromatégrafo de gases 7890B con detector selectivo de masas 5977 de
la marca Agilent Technologies (Figuras 8 y 9) combinando lo eficaz que resulta la
separaciéon mediante la cromatografia con la sensibilidad de la deteccion de masas
para generar un andlisis mas eficaz de las muestras de agua, equipado con una
columna capilar J&W HP-5MS, de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y
0.25 ym de grosor de pelicula. La deteccién de los analitos se realiz6 en modo de

monitoreo selectivo de iones (modo SIM).

La identificacion de los compuestos se llevd a cabo analizando las sefales
obtenidas en los cromatogramas, utilizandose el tiempo de retencién y la presencia de
un ion de cuantificacion y un ion calificador para considerar como positiva la

identificacion de cada compuesto en las muestras.

Para el analisis cromatogréfico, se inyectdé 1 pL de muestra en modo split-less
(0.5 min) con una temperatura del inyector de 280°C y empleando Helio Ultra Alta
Pureza (UAP) como gas acarreador con un flujo de 0.8 mL/min. Para el analisis de
plaguicidas, la temperatura inicial del horno fue de 50°C durante 0 min, con una primera
rampa de temperatura de 10°C/min hasta 180°C durante 0 min, una segunda rampa de
1.5°C/min hasta 200°C durante 2 min y una ultima rampa de 6°C/min hasta 290°C

durante 1 min, con un tiempo total de corrida de 45 min. Para el andlisis de los HAP, la
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temperatura inicial del horno fue de 60°C durante O min, con una rampa de temperatura

de 6°C/min hasta 290°C durante 11.67 min, con un tiempo total de corrida de 50 min.

La concentracion de los contaminantes fue determinada al sustituir el valor de
las areas bajo la curva de la sefial en los cromatogramas para cada uno de los
compuestos en la ecuacion de la recta (Ecuacion 1) obtenida de las curvas de
calibracion a concentraciones de 1 ng/L, 5 ng/L, 10 ng/L, 20 ng/L, 50 ng/L y 75 ng/L,
debido al conocimiento de los factores y (area bajo la curva), a (pendiente de la recta) y
b (ordenada al origen) de la ecuacion, el factor x (la concentracién) se obtuvo con la
Ecuacién 2. Lo anterior se realiz6 para cada uno de los contaminantes antes

mencionados.
y=ax+b (2)

x =22 2)

Figura 8.Cromatégrafo de gases 7890B con detector selectivo de masas 5977 de la marca
Agilent Technologies empleado en la determinacion de los contaminantes de las muestras
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Figura 9. Montaje de los extractos en el cromatografo de gases.

Ademéas de calcular las concentraciones de los diferentes contaminantes
organicos mediante curvas de calibracién y realizar la identificacion de los compuestos
con base en estandares analiticos (Clorpirifos PESTANAL® 45395-100MG, Pesticide
8081 Std Mix Supelco CRM46845, QTM PAH Mix Supelco CRM47930), empleando el
tiempo de retencién y la presencia y proporcion de iones calificadores; se utilizaron
estandares internos (fenantreno-d10 para el analisis de PAHs y decaclorobifenilo para
los organoclorados) y se corrieron blancos de reactivos para monitorear que no hubiera

contaminacion cruzada.
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Andlisis de contaminantes con métodos in silico

Se analizaron los diferentes contaminantes encontrados en las muestras de
agua mediante el uso de modelos QSAR, en especifico el software ToxRead de la
Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA) por sus siglas en inglés, utilizando la clave
CAS y la especificacion de introduccion linear molecular simplificada (SMILES) por sus
siglas en inglés, de cada una de las sustancias quimicas de interés. ToxRead es un
método in silico, lo cual significa que este permite al usuario analizar las caracteristicas
quimicas de diferentes compuestos y algunas interacciones con los organismos a partir
de bases de datos que contienen informacién de dichas interacciones entre las
sustancias quimicas y su comportamiento en los sistemas organicos para la evaluacion
de la respuesta ante una hipotética exposicién a las sustancias quimicas (Gini et al.,

2014).

Reconstitucion de las muestras

Se reconstituyeron las muestras a partir de los extractos obtenidos para el
analisis cromatografico, eliminando el factor de la salinidad, debido a que esto
impediria el desarrollo de nuevas raices. Se llevaron a sequedad con corriente suave
de nitrdgeno cromatogréafico, una vez realizado este proceso las muestras fueron
reconstituidas afiadiendo a cada una de ellas 100 puL de etanol. Finalmente, para la
preparacion de las muestras para el bioensayo se tomaron 10 pL de la mezcla obtenida
y se mezclaron con 70 mL de agua destilada, lo anterior fue replicado un total de 3

veces para cada muestra ambiental, obteniendo al final 84 analitos.

Las muestras de control y control solvente, ambos tipos controles negativos, se

prepararon de manera similar a las muestras ambientales, las primeras fueron
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preparadas con 70 mL de agua destilada, mientras que las segundas fueron
preparadas con 70 mL de agua destilada con 10 pL de etanol, obteniendo seis

muestras, tres para cada control.

Bioensayo

Se prepararon un total de 90 organismos de la especie Allium cepa, 86 para la
exposicion a las muestras y 6 para los controles, teniendo de esta forma un total de 3
organismos por cada una de las muestras de agua (28 ambientales y 2 testigos). A los
organismos se les retiro la parte inferior del bulbo para dejar expuesto el primordio de la
raiz, de igual manera se retiraron las primeras 2 capas del cuerpo de la cebolla (Figura

10).

Se acondicionaron pequefios vasos de precipitados, forrandolos por su cara
exterior con aluminio con el fin de tener condiciones de ausencia de luz dentro del
vaso, con lo cual se previene la alteracion de aquellos compuestos foto reactivos,
ademas de proveer un medio de oscuridad para un Optimo desarrollo del material

radicular de las cebollas.
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Figura 10. Preparacion de las cebollas removiendo las primeras capas y dejando al descubierto
el primordio radicular.

Se sumergio la parte inferior del bulbo en agua destilada por 48 horas para que
iniciase el crecimiento de las raices. Una vez cumplido dicho lapso, los organismos
fueron expuestos a las diferentes muestras de agua obtenidas por un total de 24 horas

(Figura 11).
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Se presenta una fraccion del total de organismos utilizados para el bioensayo.

Las raices de las cebollas se midieron una vez cumplidas las 48 horas de
exposicion de los organismos al agua destilada, midiendo 3 raices por cada una de las
cebollas registrando la longitud y el crecimiento promedio en cada una de las cebollas
(Figura 12). Posteriormente pasadas las 24 horas de exposicion a las muestras
reconstituidas a partir de los extractos de las muestras recolectadas en el trabajo de
campo se volvieron a medir aquellas raices previamente medidas, obteniendo asi el
valor de la longitud final para calcular el valor promedio del crecimiento generado
durante la exposicion a las muestras. Por ultimo, el valor del crecimiento se obtuvo con

la diferencia entre las longitudes iniciales con las finales.

Después de la exposicion se recolectaron las raicillas de los organismos para
una posterior fijacion en etanol al 70%, en este estado permanecieron a la sombra

hasta el momento de su manipulacion para la preparacion de los frotis.
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Figura 12. Medicién de las raices de una de las cebollas tras 24 horas de exposicion a
muestras de agua destilada. Las raices fueron medidas con un Vernier desde la base de la raiz
hasta la punta, posteriormente, los organismos fueron devueltos a los vasos para continuar con
el crecimiento de las raices por 24 horas mas.

Tincion y preparacion de frotis
Se seleccionaron tres de las raices al azar por cada uno de los bulbos
expuestos, a las cuales se les extrajo la punta, pues era esta seccidn generada durante

el periodo de la exposicion a las muestras de agua.

Las raices fueron cubiertas por acido clorhidrico 1 N durante 20 minutos, pasado
este tiempo, las raices fueron cubiertas por aceto-carmin 1% con la finalidad de tefir el

nucleo celular, dicha tincidon tuvo una duracion de 60 minutos.

Las raices tefiidas fueron montadas en un portaobjetos, afiadiendo una gota de
glicerina y aplastadas contra un cubreobjetos para distribuir el tejido a lo largo del

portaobjetos y apreciar de mejor manera a las células (Figura 13). Al final de este
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altimo proceso se logré la preparacion de tres frotis por cada una de las cebollas,

teniendo de esta forma, un total de 3 portaobjetos con 9 frotis por cada una de las

muestras de agua.

aE

.

g =

Figura 13. Frotis con células de raiz de Allium cepa para el analisis en el microscopio.

Conteo celular y de anormalidades en el nucleo

Se utilizd un microscopio optico (VELAB, modelo VE-T1) empleando un objetivo
40x. Se contabilizaron alrededor de 1000 a 1150 células por cada una de las réplicas,
sin embargo, en la muestra SIS22, en una de ellas solo se contabilizaron 500 células
por deficiencias en la preparacion de los frotis. Dando como resultado el conteo de
alrededor de 3000 para cada una de las estaciones de muestreo, de las cuales se
registr6 de manera simultanea el niumero de células en alguna fase de la mitosis

celular, profase, metafase, anafase o telofase (Figura 14) y ,de igual manera, las
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células con alguna las siguientes anormalidades en los nucleos: microndcleos, nucleos
condensados, células binucleadas, ndcleos arrifionados y nucleos con yema (Figura

15).

Figura 14. Fases de la mitosis celular observadas en los conteos, en cada uno de los recuadros
se muestra cada una de las fases mitoticas, siendo A- Interfase normal, B -Profase, C-
Metafase, D-Anafase y E-Telofase.
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Figura 15. Aberraciones nucleares observadas durante los conteos, siendo el recuadro A-
Metafase con la presencia de micronucleo, B- Célula arrifionada, C- Célula binucleada, D-
Célula con yema, E- Nucleos condensados y F- Célula en interfase con micronucleo.

Una vez realizado el conteo de las células se obtuvo el indice mitético (IM) y el
indice de anormalidades (IA) de cada una de las réplicas, obteniendo 3 IMy 3 IA en
cada una de las muestras, el valor de la primer variable se obtuvo por la relacion entre
el nimero total de células en division celular y el nimero total de células observadas,
de acuerdo con la Ecuacion 3; el segundo se obtuvo por la relacion entre el nimero de
anormalidades contabilizadas y el numero total de células en interfase contabilizadas,
de acuerdo con la Ecuacién 4. Con lo cual se procedi6 a realizar pruebas estadisticas
para conocer la correlacién entre las concentraciones de los diferentes contaminantes o
sustancias presentes en las muestras de agua con la actividad mitética de las células y

la incidencia de anormalidades nucleares.

numero total de células en mitosis
IM = X 100 (3)

namero total de células observadas
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namero de células con anormalidades
IA = x 100 (4)

namero de células en inter fase normales

Analisis estadistico de los datos
Prueba de Kruskal Wallis

Los resultados obtenidos de las cebollas expuestas a las muestras ambientales
mediante el bioensayo para cada una de las variables, tanto de crecimiento radicular,
indice mitotico e indice de anormalidades fueron comparadas de manera individual con
los resultados obtenidos de las muestras control con la finalidad de comprobar si
existieron diferencias significativas entre las muestras. Los datos fueron analizados con
en analisis de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis para comprobar si existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de las variables
observadas de las muestras ambientales con los resultados obtenidos en las muestras

control entre las muestras.

Regresion lineal multiple

De igual manera, se analizd la relacion de las variables de citotoxicidad y
genotoxicidad las con los valores registrados de los contaminantes presentes en los
extractos de las muestras ambientales, mediante una regresion lineal multiple, siendo
las variables obtenidas a partir del bioensayo las variables dependientes y los valores
de contaminantes las variables independientes dentro del modelo de regresion lineal.
Cada una de las variables fue analizada con el grupo de contaminantes encontrados en
las muestras de agua, de tal forma que para cada una de las variables medidas en las

cebollas se obtuvo el nivel de significancia que tuvieron los contaminantes en los

38



valores de estas. Ambos analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software

Rstudio.

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Cuantificacién de contaminantes en el agua

Se evaluo la presencia o ausencia de los 16 Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos mencionados previamente, en cada una de las muestras recolectadas en
las zonas de estudio. De los cuales, se registr6 la presencia del Naftaleno,
Acenaftileno, Acenaftreno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno,
Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[K]fluorantreno, Benzo[b]fluoranteno,
Benzo[a]pireno, Indeno[1, 2, 3-cd]pireno y Dibenzo[a, hjantraceno en al menos una de
las muestras analizadas, mientras que para el caso del Benzo[g, h, iJperileno no se
detectd su presencia en ninguno de los extractos analizados. El Unico compuesto que

fue registrado en cada uno de los analisis cromatograficos de agua fue el Naftaleno.

Los andlisis de SIS05 y SIS06 presentaron las mayores concentraciones de
HAP totales en agua, siendo éstas de 14.06 y 13.86 ng/L, respectivamente. Cabe
mencionar que los puntos de muestreo de donde fueron obtenidas estas muestras se
localizaron en el principal puerto pesquero de la comunidad de Sisal, el Puerto de
Abrigo, el cual presenta un trafico constante de embarcaciones maritimas motorizadas
(Figura 16). La muestra SIS11 mostro la tercera mayor concentracion de HAP, dicho
punto de muestreo se localiza cercano a una estacion de recarga de combustible. Las
tres estaciones antes mencionadas coinciden en la caracteristica de que, en ellas, o
cercanas a ellas, se llevan a cabo actividades relacionadas con el uso de

hidrocarburos, solventes o procesos de combustion como el uso de vehiculos con
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motores de combustion para la generacibn de movimiento o el pintado de las

embarcaciones (Tablas 3-A, 3-B, 3-C).

o

Figura 16. Zona de obtencién de la muestra SISO5 ubicada en el Puerto de Abrigo.
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Tabla 3-A. Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de gases (Naftaleno, Acenaftilieno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno)

Naftaleno Acenaftiieno Acenafteno Fluoreno Fenantreno Antraceno

lon Cuantificado 128 152 154 166 178 178
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 0.03 3.50 ND ND 2.05 0.89
SI1S02 0.03 3.16 ND ND 1.98 2.17
SIS03 0.03 0.82 ND ND 1.77 0.32
SI1S04 0.03 0.81 ND ND 1.65 0.26
SIS05 0.05 3.54 0.91 0.25 2.14 2.93
SIS06 0.32 5.81 0.32 0.55 3.51 0.35
SIS07 0.04 ND 0.13 ND 0.15 0.04
SI1S08 0.04 3.17 ND ND 0.71 0.04
SI1S09 0.23 4.44 ND 0.14 1.70 0.05
SIS10 0.04 0.68 ND ND 1.82 0.41
SIS11 0.16 4.84 3.52 ND 2.85 0.36
SISs12 0.04 ND ND ND ND ND
SIS13 0.13 4.08 0.37 0.32 2.09 0.41
SIS14 0.05 0.83 ND ND 0.24 0.04
SIS15 0.05 0.70 ND 0.07 1.61 0.22
SIS16 0.04 0.90 0.10 0.29 0.20 0.16
SIS17 0.04 ND ND ND ND ND
SIS18 0.07 ND ND ND 0.74 0.44
SIS19 0.05 0.35 ND ND ND 0.18
SIS20 0.07 0.78 ND ND 1.52 1.35
SIS21 0.11 3.11 ND ND 0.18 0.27
SIS22 0.15 0.22 ND ND 0.37 0.38
SI1S23 0.08 0.61 ND ND ND 0.87
SIS24 0.12 0.66 ND ND 0.28 0.37
SIS25 0.15 0.27 ND ND 0.41 0.14
SI1S26 0.09 ND ND ND ND ND
SIS27 0.17 0.35 ND ND ND 0.09
SI1S28 0.08 ND ND ND ND 0.05

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de cada uno de los HAP evaluados
en la presente investigacion indicando el ion que fue evaluado para la deteccién a partir de las
técnicas de cromatografia de gases. Se observa que, a excepcion del Naftaleno, ningun
contaminante se presento en el cien por ciento de los extractos analizados.

ND: No Detectados
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Tabla 3-B Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de  gases. (Fluoranteno, Pireno, Benzo[a]antraceno, Criseno,
Benzo[b+K]fluoranteno, Benzo[a]pireno)

Benzo[b+k] Benzo[a]

Benzola

Fluoranteno Pireno antraceno Criseno fluoranteno pireno
lon Cuantificado 202 202 228 228 252 252
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 0.17 0.05 ND 0.08 0.09 0.16
SI1S02 0.16 0.08 0.30 0.09 0.03 0.32
SIS03 0.20 0.17 0.14 ND 0.03 0.20
SIS04 0.18 0.16 0.16 ND 0.04 0.32
SIS05 0.39 0.43 0.50 0.13 0.07 2.32
SIS06 0.04 0.17 1.05 0.61 0.05 0.26
SIS07 0.23 0.10 ND ND 0.02 0.63
SIS08 0.22 0.07 0.65 0.19 0.02 0.16
SIS09 0.35 0.05 0.30 0.31 0.11 2.28
SIS10 0.11 0.04 0.54 0.15 0.02 0.21
SIS11 0.14 0.23 0.71 0.33 ND ND
SIs12 ND ND ND ND ND 2.30
SIS13 0.06 0.21 0.14 0.17 0.05 0.53
SIS14 0.07 ND 0.99 0.20 ND ND
SIS15 0.10 0.07 0.47 0.12 ND 0.17
SIS16 0.07 0.10 0.60 0.20 0.03 0.29
SIS17 0.06 ND ND ND ND ND
SIS18 0.06 ND ND ND ND ND
SIS19 ND ND 0.21 ND 0.02 ND
SI1S20 0.16 0.06 0.28 0.20 ND 0.30
SIS21 0.05 0.19 0.78 0.16 ND 0.38
SI1S22 0.17 0.10 0.15 0.08 ND 0.15
SIS23 0.16 0.08 0.55 0.13 ND 0.20
SI1S24 0.15 0.09 0.35 0.10 ND 0.18
SIS25 0.08 0.09 ND ND 0.21 0.87
SI1S26 0.05 0.05 ND ND ND 0.56
SIS27 0.06 0.04 ND ND ND 0.30
S1S28 ND ND ND ND ND 0.23

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de cada uno de los HAP evaluados
en la presente investigacion indicando el ion que fue evaluado para la deteccién a partir de las
técnicas de cromatografia de gases.

ND: No Detectados
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Tabla 3-C Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de gases. Indeno[l1,2,3,-cd]pireno, Dibenzo[a,h]perileno, Benzo[g,h,i]perileno,
HAP Totales, HAP b.p.m., HAP a.p.m.)

1'”20'% ' Dibenzofa,h] Be—?]zio HAP HAP HAP

L'_‘_l_lireno perileno Merileno Totales b.p.m a.p.m
lon Cuantificado 276 278 276
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 ND 0.62 ND 7.63 6.46 1.17
SIS02 ND 0.75 ND 9.07 7.34 1.73
SIS03 ND 0.48 ND 4.16 2.95 1.21
SIS04 ND 0.47 ND 4.08 2.74 1.34
SIS05 0.40 ND ND 14.06 9.82 4.25
SIS06 0.32 0.47 ND 13.82 10.86 2.96
SIS07 ND ND ND 1.33 0.35 0.98
SI1S08 ND 0.33 ND 5.58 3.95 1.63
SIS09 ND ND ND 9.97 6.57 3.41
SIS10 ND ND ND 4.03 2.95 1.08
SIS11 ND 0.34 ND 13.47 11.72 1.75
SIS12 0.07 ND ND 2.42 0.04 2.37
SIS13 ND ND ND 8.57 7.41 1.16
SIS14 ND 0.34 ND 2.75 1.15 1.60
SIS15 ND ND ND 3.56 2.65 0.91
SIS16 ND ND ND 2.99 1.69 1.30
SIS17 ND ND ND 0.10 0.04 0.06
SIS18 ND ND ND 1.31 1.25 0.06
SIS19 ND ND ND 0.81 0.58 0.23
SIS20 3.38 ND ND 8.10 3.72 4.37
SIS21 ND ND ND 5.22 3.66 1.55
SIS22 ND ND ND 1.78 1.12 0.65
SIS23 ND ND ND 2.67 1.56 1.11
SIS24 ND ND ND 2.29 1.43 0.86
SIS25 ND ND ND 2.21 0.97 1.24
SIS26 ND ND ND 0.76 0.09 0.67
SIS27 ND ND ND 1.01 0.61 0.40
SI1S28 ND ND ND 0.35 0.12 0.23

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de cada uno de los HAP evaluados
en la presente investigacion indicando el ion que fue evaluado para la deteccién a partir de las
técnicas de cromatografia de gases. Se puede apreciar que el Benzo[g,h,i]perileno es el Gnico
contaminante que no fue detectado en ninguno de los extractos analizados.

ND: No Detectados

a.p.m.: alto peso molecular

b.p.m: bajo peso molecular
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Por su parte, las muestras obtenidas en ojos de agua, en general, registraron
los valores més bajos de HAP (concentraciones que iban de 0.09 a 1.33 ng/L) en
comparacién con aquellas obtenidas del resto de los ambientes, esto puede explicarse
por el constante flujo de agua proveniente del acuifero por lo que el agua esta en
constante recambio, ademas de estar ubicadas en zonas alejadas de actividades
humanas que relacionadas con el uso o0 manejo de este tipo de sustancias. Lo anterior
denota que a pesar de que las concentraciones de este tipo de contaminantes son las
mas bajas en comparacion con el resto de las muestras, existe la presencia de estos
contaminantes en las aguas subterrdneas de la peninsula, migrando desde el interior
de la peninsula hacia la franja costera (Valenzuela et al., 2005). Las concentraciones
de HAP totales en el resto de las muestras presentaron una gran heterogeneidad como

se muestra en la figura 17.

La suma de las concentraciones de HAP de bajo peso molecular, aquellos con
un peso molecular < 200 g/mol, (Naftaleno, Acenaftileno, Acenaftreno, Fluoreno,
Fenantreno y Antraceno) fue mayor en comparacién con la de los HAP de alto peso
molecular, aquellos con masa molecular > 200 g/mol, (Fluorantreno, Pireno,
Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[k]fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[a]pireno,
Indeno[1, 2, 3-cd]pireno, Dibenzo[a, h]antraceno y Benzolg, h, i]perileno) en la mayoria
de las muestras, de las cuales, la SIS11, SIS06 y SIS05 fueron aquellas con una mayor
concentracion de este tipo de hidrocarburos, mismas que, como se menciono
anteriormente, fueron obtenidas en zonas con actividades humanas que involucran la

liberacion de este tipo de compuestos (Figura 18).
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Figura 17. Concentracion de los HAP totales en los diferentes puntos de muestreo. El tamafio
de los circulos es proporcional al contenido de estos contaminantes agrupados con el método

de clasificacion Jenks en 10 clases.
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Figura 18.Grafica del contenido de HAP de alto y bajo peso molecular en las diferentes
muestras obtenidas. Las barras negras expresan la concentracion en ng/L de los HAP de alto
peso molecular, mientras que las barras grises expresan la concentracion en ng/L de los HAP
de bajo peso molecular en las muestras analizadas.

Al clasificar las estaciones por tipo y ubicacion respecto al pueblo de Sisal
(Figura 19) se tiene que las muestras marinas provenientes del Puerto de Abrigo en
promedio, comparandolas con el resto de ellas, registraron una mayor concentracion de
HAP, seguidas por las que fueron obtenidas de ciénegas dentro del poblado de Sisal y
aquellas de origen marino al oeste del pueblo, teniendo de esta forma, las mayores
concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras obtenidas dentro
del perimetro del pueblo o cercano a este, reflejando la influencia de la sociedad en el
nivel de HAP registrados. Por su parte, las medias mas bajas de concentraciéon fueron
registradas en los ojos de agua, tanto aquellos ubicados al este como en el pueblo de

Sisal.
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Si bien, los HAP tienen como una de sus principales caracteristicas el hecho de
ser altamente hidrofébicos y poco solubles en agua, poseen una alta afinidad de
adsorcién a particulas organicas e inorganicas suspendidas en el agua, como lo es la
materia organica y minerales, por lo que a pesar de que gran parte de los
hidrocarburos se volatilizan desde el agua, muchos de ellos consiguen recorrer grandes
distancias desde la fuente adheridas al material particulado presente en el agua (Villar,
2005). Debido a que su principal medio de adherencia en ambientes acuéticos es el
sedimento acuético, es de esperarse que la concentracion sea mayor a la

concentracion de HAP en el agua.

HAP

I

ng/L

Origen de las muestras

Figura 19. Contenido de HAP totales (HAP de bajo y alto peso molecular) por cada uno de los
ambientes acuaticos muestreados dependiendo de la localizaciéon con respecto al pueblo de
Sisal. Se aprecia que las muestras obtenidas en el puerto de abrigo fueron las que presentaron
un mayor contenido en promedio de este tipo de contaminantes en comparacion con el resto de
los ambientes analizados.
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De los 21 plaguicidas analizados 11 de ellos no se detectaron en ninguna de las
muestras (Aldrin, Heptacloro epodxido, trans-Clordano, cis-Clordano, Endosulfan |,
Endosulfan sulfato, Endrin, DDT, DDD, Endrin aldehido, Endrin cetona), dos se
encontraron solamente en una muestra (Dieldrin y Endosulfan Il), el resto de los
plaguicidas (a, B, y, 6-HCH, Heptacloro, Clorpirifos, DDE, Metoxicloro) se encontraron
en la mayoria, o en su defecto, en el total de las muestras analizadas (Tablas 4-A, 4-B,
4-C). Del grupo anterior, para el 3, y-HCH, la concentracion se obtuvo como la suma de
ambos isomeros debido a que no se logrdé una adecuada separacion de los dos picos
con el método cromatografico empleado; el Clorpirifos y el 8-HCH fueron los

plaguicidas cuya suma de las concentraciones en el total de las muestras fue mayor.

La concentracion mas elevada de estos compuestos fue de 882.38 ng/L, la cual
se presentd en la muestra SIS09, obtenida de una zona de ciénega dentro de la
comunidad, teniendo una gran influencia de esta debido a la cercania y convivencia
continua de los pobladores con este ambiente acuatico (Figura 20), seguida por las
muestras SIS11 y SIS21, la primera de ellas, de igual manera que en el caso de los
HAP en la zona de ciénega cercana a una estacion de gasolina y la segunda en la
fraccion marina al este del pueblo (Figura 21). Las muestras SIS06 y SIS12
presentaron las concentraciones mas bajas de plaguicidas organoclorados en
comparacion con el resto, encontrandose concentraciones de 31.51 y 58.96 ng/L
respectivamente, la primera de estas obtenida en la zona del Puerto de Abrigo y la

segunda frente a la playa (Figura 22).
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Figura 20. Zona de obtencion de la muestra SIS09, ubicada en la zona de ciénega frente al
pueblo de Sisal.

Figura 21. Zona de obtencion de la muestra SIS11, ubicada en la zona de ciénega frente a la
estacion de gasolina del pueblo de Sisal.
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Figura 22 Concentracién de los Plaguicidas Organoclorados totales en los diferentes puntos de
muestreo. El tamafio de los circulos es proporcional al contenido de estos contaminantes; las
muestras fueron agrupadas con el método de clasificacion Jenks en 10 clases. Elaboracion
propia.

50



Tabla 4-A Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de gases. (a-HCH, B-HCH + y-HCH, &-HCH, Heptacloro, Aldrin, Clorpirifos y
Heptacloro epoxido)

a-HCH % 0-HCH Heptacloro  Aldrin  Clorpirifos H—:%
lon Cuantificado 181 181 181 100 66 97 353
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 9.66 162.28 ND 4.09 ND 22.29 ND
SIS02 17.82 137.52 ND 2.71 ND 11.66 ND
SIS03 29.73 228.17 ND 6.30 ND 21.52 ND
SIS04 15.96 118.72 ND ND ND 16.38 ND
SIS05 8.31 169.51 ND ND ND 21.29 ND
SIS06 14.44 ND ND ND ND 11.34 ND
SIS07 8.25 226.63 ND ND ND 37.91 ND
SIS08 15.17 285.23 ND ND ND 29.18 ND
SIS09 56.28 346.65 434.12 ND ND 39.83 ND
SIS10 9.83 125.36 ND 2.34 ND 16.95 ND
SIS11 49.59 388.75 ND ND ND 37.96 ND
SIs12 1.67 3.11 ND ND ND 4.04 ND
SIS13 28.78 107.07 128.59 25.36 ND 10.59 ND
SIS14 10.71 190.86 ND ND ND 40.51 ND
SIS15 9.80 130.69 ND 5.14 ND 21.56 ND
SIS16 12.73 282.85 ND ND ND 33.00 ND
SIS17 421 135.03 ND ND ND 13.65 ND
SIS18 1.53 94.15 ND ND ND 4.70 ND
SIS19 4.37 108.92 ND 2.56 ND 16.85 ND
SIS20 20.55 175.66 19.89 ND ND 17.90 ND
SIS21 31.46 507.13 ND ND ND 92.81 ND
S1S22 14.80 121.61 42.30 ND ND 20.04 ND
SIS23 12.80 269.34 24.73 ND ND 38.05 ND
SIS24 10.50 353.99 15.57 ND ND 54.78 ND
SIS25 11.34 177.73 ND ND ND 16.72 ND
SIS26 4.20 153.51 8.56 ND ND 19.47 ND
sSIS27 7.20 242.72 ND ND ND 26.61 ND
sSIS28 4.59 165.45 ND ND ND 23.20 ND

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de los plaguicidas evaluados en el
presente trabajo, indicando el ion que fue analizado para cada compuesto quimico. Para la
evaluacion del B-HCH vy el y-HCH se consider6 la suma de ambos contaminantes por lo difuso
de su sefal cromatografica. Se observa que el Aldrin y el Heptacloro epoxido no fueron
detectados en ninguna de los extractos analizados

ND: No Detectados
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Tabla 4-B Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de gases. (trans-Clordano. Endosulfan |, cis-Clordano, Dieldrin, DDE, Endrin,
Endosulfan I)

Cltgar‘g;o Endolsulfén CIo%no Dieldrin ~ DDE Endrin %slulfém
lon Cuantificado 373 195 373 79 246 67 195
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 ND ND ND ND ND ND ND
SIS02 ND ND ND ND 0.82 ND 3.11
SIS03 ND ND ND ND ND ND ND
SIS04 ND ND ND ND ND ND ND
SIS05 ND ND ND ND ND ND ND
SIS06 ND ND ND ND 5.93 ND ND
SIS07 ND ND ND ND ND ND ND
SIS08 ND ND ND ND 0.32 ND ND
SIS09 ND ND ND ND 5.51 ND ND
SIS10 ND ND ND ND ND ND ND
SIS11 ND ND ND ND 4.87 ND ND
SIS12 ND ND ND 30.47 0.28 ND ND
SIS13 ND ND ND ND 3.93 ND ND
SIS14 ND ND ND ND 0.93 ND ND
SIS15 ND ND ND ND ND ND ND
SIS16 ND ND ND ND ND ND ND
SIS17 ND ND ND ND 1.58 ND ND
SIS18 ND ND ND ND ND ND ND
SIS19 ND ND ND ND ND ND ND
SIS20 ND ND ND ND 0.46 ND ND
SIS21 ND ND ND ND 1.38 ND ND
SIS22 ND ND ND ND 0.78 ND ND
SIS23 ND ND ND ND 0.82 ND ND
SI1S24 ND ND ND ND ND ND ND
SIS25 ND ND ND ND ND ND ND
SIS26 ND ND ND ND 0.15 ND ND
SIs27 ND ND ND ND ND ND ND
SIS28 ND ND ND ND ND ND ND

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de los plaguicidas evaluados en el
presente trabajo, indicando el ion que fue analizado para cada compuesto quimico. Se observa
que el trans-Clordano. Endosulfan |, cis-Clordano, Endrin y el Endosulfan Il no fueron
detectados en ninguna de los extractos analizados, por su parte, el Dieldrin solo fue detectado
en la muestra SIS11.

ND: No Detectados
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Tabla 4-C Concentraciones detectadas de HAP en los extractos de agua mediante
cromatografia de gases. (DDD, Endrin aldehido, Endosulfan sulfato, DDT, Endrin cetona,
Metoxicloro y el valor de Plaguicidas totales)

DD giido sumso DO geions Metwxicloro “STECES
l(?Santifica do 235 67 272 235 67 227
Muestra ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
SIS01 ND ND ND ND ND 19.97 218.29
SIS02 ND ND ND ND ND 27.01 200.64
SIS03 ND ND ND ND ND ND 285.73
SIS04 ND ND ND ND ND 26.30 177.37
SIS05 ND ND ND ND ND ND 199.11
SIS06 ND ND ND ND ND ND 31.71
SIS07 ND ND ND ND ND ND 272.80
SIS08 ND ND ND ND ND 21.76 351.66
SIS09 ND ND ND ND ND ND 882.38
SIS10 ND ND ND ND ND ND 154.49
SIS11 ND ND ND ND ND 47.10 528.27
SIS12 ND ND ND ND ND 19.40 58.96
SIS13 ND ND ND ND ND ND 304.31
SIS14 ND ND ND ND ND 21.98 264.99
SIS15 ND ND ND ND ND ND 167.19
SIS16 ND ND ND ND ND ND 328.59
SIS17 ND ND ND ND ND 31.06 185.53
SIS18 ND ND ND ND ND ND 100.38
SIS19 ND ND ND ND ND ND 132.70
SIS20 ND ND ND ND ND 30.41 264.86
SI1S21 ND ND ND ND ND 40.87 673.65
SIS22 ND ND ND ND ND 21.49 221.02
SI1S23 ND ND ND ND ND 17.28 363.02
SIS24 ND ND ND ND ND ND 434.84
SIS25 ND ND ND ND ND 16.38 222.17
SIS26 ND ND ND ND ND ND 185.89
SIS27 ND ND ND ND ND ND 276.53
SIS28 ND ND ND ND ND ND 193.24

Se muestran las concentraciones en nanogramos por litro de los plaguicidas evaluados en el
presente trabajo, indicando el ion que fue analizado para cada compuesto quimico. Se observa
gue el (DDD, Endrin aldehido, Endosulfan sulfato, DDT y el Endrin cetona no fueron detectados
en ninguna de los extractos analizados. La muestra SIS09 fue la que registr6 una mayor
concentracion de plaguicidas

ND: No Detectados
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La media de las concentraciones de plaguicidas al agruparlas por ambiente y
ubicacion respecto al pueblo mostré nuevamente que las muestras obtenidas de las
ciénegas frente a Sisal, en promedio, poseian una mayor concentracion de dichos
compuestos, seguida por el valor obtenido en la fraccion marina al este de la
comunidad (Figura 23). Para el caso de estos contaminantes, la media obtenida en el
Puerto de Abrigo fue la menor. Si bien, los ojos de agua no fueron los puntos con
menor contenido de plaguicidas con respecto al resto de ambientes y dado que la
comunidad de Sisal no practica actividades agricolas, siendo la pesca la principal
actividad economica, es de suponerse que los plaguicidas organoclorados tengan un
origen aléctono desde el interior de la peninsula. Metcalfe (2011) menciona que la
deteccion de plaguicidas puede deberse a la agricultura cercana a la zona de estudio,
sin embargo, al no estar esta presente en las cercanias de la zona en donde se realiza
el estudio, el origen de este tipo de sustancias es aldctono ya que estos compuestos
tienen la capacidad de moverse a través de los flujos de agua subterrdneos hasta la
region costera de la peninsula de Yucatan. La movilidad en este tipo de sustancias
guimicas en los sistemas acuaticos, al igual que con los HAP, se da gracias a la
adsorcién en particulas, tanto organicas como inorganicas y, de igual manera, la
concentracion de este tipo de plaguicidas es mayor en el sedimento acuatico que en la
columna de agua, debido al depdsito en el fondo de los cuerpos de agua (Sierra et al.,

2019).
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Figura 23. Grafica del contenido de Plaguicidas Organoclorados totales por cada uno de los
ambientes acuaticos muestreados dependiendo de la localizaciéon con respecto al pueblo de
Sisal. Las muestras obtenidas de los ambientes de ciénegas dentro del pueblo de Sisal fueron
las que presentaron, en promedio, las mayores concentraciones de plaguicidas en comparacion
con el resto de los ambientes, caso contrario, aquellas obtenidas del Puerto de Abrigo
registraron las menores concentraciones promedio

Cafeina

La cafeina es un compuesto quimico persistente en ambientes acuéaticos, por lo
gue puede recorrer grandes distancias desde la fuente, ademas, Edwards et al., (2015)
mencionan que la vida media de la cafeina en ambientes acuaticos puede ir de entre
diez a veinte mil afios si las condiciones de pH y degradacién microbiana lo permiten,
por lo cual, en los dltimos afos, este compuesto ha cobrado popularidad para trazar

descargas de aguas residuales en los ambientes acuaticos pues es un compuesto que
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no se libera de forma natural en el ambiente, existiendo exclusivamente en la dieta de
las personas. Por tales motivos se evalud su presencia o ausencia de esta sustancia en

los diferentes analisis cromatogréficos realizados.

La cafeina fue registrada en 25 de las 28 muestras, quedando excluidas de este
contaminante aquellas obtenidas en los sitios denominados SIS17, SIS18 y SIS26, los
dos primeros tratandose de un nacimiento de agua y del mar frente a dicho ambiente
acuatico, el tercero de éstos, un ojo de agua (Figura 24). La media mas elevada de las
concentraciones de cafeina se obtuvo en las muestras obtenidas en las ciénegas
dentro del pueblo de Sisal, lo cual era de esperarse, debido a que estos sistemas
acuaticos son el principal receptor de las descargas domésticas de la comunidad,
seguida por la de las muestras obtenidas de los ojos de agua dentro del pueblo y la de

los ojos de agua al este de la localidad (Figura 25).

Si bien la mayor concentracién de cafeina se presentd en las ciénegas dentro de
Sisal, cobra especial relevancia la presencia del contaminante en aquellas obtenidas en
los ojos de agua, algunos de los cuales son destinos turisticos, lo que supondria una
contaminacién de tipo autdctona, algunos de ellos se mantienen alejados de
actividades turisticas con lo cual se puede presumir la presencia de descargas de
aguas residuales llevadas a ellos por medio del acuifero yucateco desde el interior de
la peninsula hasta la region costera. Por lo anterior, no se puede descartar que algun
porcentaje de los contaminantes evaluados en este trabajo sean de origen al6ctono a
las estaciones de muestreo pudiendo haber llegado a través de flujos subterraneos de
descargas de aguas residuales, mismas que incrementan la probabilidad de presencia

de contaminantes que no fueron evaluados en este estudio como los emergentes, los
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metales pesados o los plaguicidas organofosforados, que de igual manera pudieron
tener un efecto sinérgico en la incidencia de aberraciones en los nucleos celulares de la
especie seleccionada para el ensayo toxicolégico (Ebrahimzadeh et al., 2021; Whitall et
al., 2021).
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Figura 24. Concentracion de Cafeina en los diferentes puntos de muestreo. El tamafio de los
circulos es proporcional al contenido de estos contaminantes; las muestras fueron agrupadas
con el método de clasificacion Jenks en 10 clases. Elaboracion propia.
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Figura 25. Grafica del contenido de Cafeina por cada uno de los ambientes acuaticos
muestreados dependiendo de la localizacién con respecto al pueblo de Sisal. Las ciénegas
ubicadas dentro del poblado presentaron las concentraciones mas altas en promedio en
comparacion con el resto de los ambientes muestreados.

Bioensayo

Crecimiento radicular de Allium cepa

El total de las cebollas expuestas a los extractos de las muestras de agua
presentaron crecimiento radicular, por lo cual ninguna de las muestras reconstituidas
tuvo concentraciones de contaminantes que impidieran la generacion de nuevas raices.

La prueba estadistica Kruskal-Wallis, a la cual fueron sometidos los resultados de
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crecimiento radicular, demostré qué solo el crecimiento promedio de las raices de las
cebollas expuestas a la muestra SIS04 presentaron diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con las muestras control (Tabla 5), siendo estas raices
las que desarrollaron un menor crecimiento en comparacion con las del resto de
cebollas (Figura 26); sin embargo, es posible observar una disminucion del crecimiento
en dicho tejido de las cebollas expuestas a las muestras ambientales en comparacion
con aquellas expuestas a las de control. La consulta de resultados detallados del

bioensayo se encuentra disponible en el siguiente enlace: Resultados del bioensayo.?

Tabla 5 Resultados de la prueba de Kruskal Wallis del crecimiento radicular, comparando los
resultados de las muestras ambientales con la muestra control para identificar diferencias
significativas.®

Prueba de Dunn para Diferenciade .. .. . Valor ajustado
comparaciones multiples rango medio. cSignificancia? Resumen deP
Control vs. Control Solvente 15.83 No ns >0.9999
Control vs. SISO1 21.50 No ns >0.9999
Control vs. SIS02 30.83 No ns >0.9999
Control vs. SIS03 29.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS04 67.33 Si * 0.0462
Control vs. SIS05 3.833 No ns >0.9999
Control vs. SIS06 -6.333 No ns >0.9999
Control vs. SIS07 27.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS08 20.50 No ns >0.9999
Control vs. SIS09 18.17 No ns >0.9999
Control vs. SIS10 15.17 No ns >0.9999
Control vs. SIS11 12.50 No ns >0.9999
Control vs. SIS12 38.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS13 14.83 No ns >0.9999
Control vs. SIS14 19.17 No ns >0.9999
Control vs. SIS15 52.33 No ns 0.4098
Control vs. SIS16 -0.1667 No ns >0.9999
Control vs. SIS17 43.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS18 46.33 No ns 0.8645

2 https://docs.google.com/spreadsheets/d/INBg--Y_8AINszyYimPollzBk UNI1FyT/edit#gid=1486979080
3 Tabla 5 (Continua en la siguiente pagina)
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Control vs. SIS19 11.33 No ns >(0.9999

Control vs. SIS20 10.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS21 11.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS22 51.00 No ns 0.4867
Control vs. SI1S23 52.67 No ns 0.3923
Control vs. SI1S24 45.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS25 46.50 No ns 0.8476
Control vs. SI1S26 62.67 No ns 0.0957
Control vs. SIS27 35.17 No ns >0.9999
Control vs. S1S28 29.83 No ns >0.9999

Nota. La muestra denominada como SIS04 fue la Unica que mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el resto de las muestras analizadas en
términos del crecimiento radicular de las raices.

* Diferencias significativas

ns: no significativas

La citotoxicidad hace referencia a los efectos causados por los contaminantes en
la multiplicacion celular, lo cual se manifestd en este trabajo afectando el crecimiento
de los tejidos radiculares ya que todas las muestras, excepto la SIS06, mostraron
valores inferiores a los obtenidos en los controles. Lo anterior sugiere que esta
reduccion, aunque estadisticamente no significativa, se debe a la presencia de los
contaminantes presentes en el agua (Anacleto et al., 2017). Algunos de estos
contaminantes se han asociado a efectos citotoxicos en diferentes estudios, por
ejemplo, Dizdari y Kopliku, (2013) mencionan que el y-HCH (Lindano) inhibe la tasa
mitética de las células en las raices de las cebollas de manera directamente
proporcional a la concentracion del contaminante; por su parte, Hoshina y Marin-
Morales (2009) mencionan que muestras de agua contaminadas con hidrocarburos
provenientes de refinerias mostraron una disminucion en el indice mitdtico de Allium

cepa.

60



Crecimiento radicular

Longitud (cm)

| b
o |

0 1 1 1 1

r 1 T 1T T"1
> @ D O PP FE QPO DDA D S E DA RO SN D g B o A D
O A& oY QF Q7 % Q7 Q0 Y Q° 87 N NY NV NT NT O NT N N N NP R ) oAb A AT A7 AP A S
S FFFFFFFFFPLPLPFFEFEFFFFEFTFTFTFTF PP

N
‘éo
&

Muestra

Figura 26. Medianas de crecimiento radicular de las cebollas por muestra. La linea se ubica
sobre la mediana obtenida, la linea en vertical representa el rango intercuartilico a partir de las
3 mediciones de los organismos expuestos por cada muestra. Los valores registrados en los
organismos expuestos a la muestra SIS04 fueron los mas bajos en promedio en comparacién
con el resto de los crecimientos observados en el resto de los organismos. SIS06 provocé los
mayores crecimientos, siendo estos incluso mayores a los registrados en las muestras Control.
* Diferencias significativas en comparacion con las muestras control.

Si bien, no se mostraron diferencias estadisticamente significativas, la media del
crecimiento radicular en las muestras obtenidas en la ciénega al este del pueblo, asi
como las de los ojos de agua en sisal y aquellos ubicados al este de Sisal, fueron las
mas bajas en comparacion con los valores obtenidos en las muestras control (Figura
27). A pesar de que los ojos de agua a simple vista parecian ser ambientes
conservados por las propiedades organolépticas del agua, la hidrologia de la peninsula
hace de estos lugares los yacimientos de los flujos subterraneos desde el interior de la

peninsula, acarreando con ellos a los contaminantes inyectados al acuifero mediante
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aguas residuales domésticas e industriales (Valenzuela et al., 2005). Por esta razon es
gue incluso en las muestras de ojos de agua se produjeron reducciones en la tasa de
crecimiento de las raices de los bulbos de las cebollas, ya que como se mencioné
anteriormente, estas muestras no estuvieron exentas de contener plaguicidas

organoclorados y HAP.
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Figura 27. Mediana del crecimiento radicular promedio presentado en los bulbos de las cebollas
por origen de la muestra respecto al pueblo de Sisal. Las muestras al este de sisal fueron,
segun el rango intercuartilico las que, en promedio, tuvieron un menor crecimiento en
comparacion con el resto de los ambientes evaluados, de igual manera se aprecia que aguellas
cebollas expuestas a las muestras provenientes del puerto de abrigo fueron las que
presentaron crecimientos similares a aquellas expuestas a las muestras control.
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Las muestras del Puerto de Abrigo, si bien fueron aquellas que presentaron los
valores mas altos en HAP, obtuvieron valores similares de crecimiento radicular a los
controles, Shabbir et al., (2021) mencionan que, asi como los contaminantes inhiben el
crecimiento en organismos tanto vegetales como animales, también pueden promover
la tasa mit6tica induciendo una proliferacién descontrolada en la reproduccion celular,
en este caso es posible que los diferentes contaminantes, tanto aquellos evaluados
como aquellos que no lo fueron hayan promovido el crecimiento de las raices de Allium

cepa pese a ser los sitios mas contaminados.

La regresién lineal multiple evaluando la influencia de los contaminantes con
el crecimiento radicular mostrado por las cebollas arroj6 como resultado que
ninguno de los contaminantes encontrados tuvo una influencia estadisticamente
significativa sobre el desarrollo de las raices, ya que para todos los contaminantes
se obtuvo un valor de p>0.5, para la regresion el valor de R cuadrada fue de 0.182
con un valor de p=0.1981, con lo cual no se puede adjudicar los efectos sobre el
crecimiento de las raices a un solo contaminante, sino mas bien el resultado de un
efecto sinérgico de la mezcla de las diferentes sustancias quimicas contaminantes,
tanto aquellas evaluadas como aquellas que no lo fueron (Tabla 6). Una vez
realizado el modelo de regresion lineal, el calculo de los residuales mostré que, al
tener una distribucion normal, el modelo fue idéneo obteniendo resultados
confiables sobre la significancia de los contaminantes sobre la variable del

crecimiento radicular (Figura 28).
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Tabla 6. Resultados de la regresion lineal multiple para determinar la significancia de las
concentraciones de los diferentes contaminantes con el crecimiento de las raices de Allium

cepa.

: Estimacion Error estdndar  Valor de t Pr(>th
(Interseccion) 1.486118 0.3168 4.691 0.00021 ***
Crec.-HAP bajo peso molecular 0.009538 0.068665 0.139 0.89116
Crec.-HAP alto peso molecular 0.321023 0.161545 1.987 0.06326
Crec.- a-HCH -0.015727 0.027163 -0.579 0.57019
Crec.-b-HCH+g-HCH 0.001408 0.003286 0.428 0.67374
Crec.-d-HCH -0.005922 0.004698 -1.26 0.22453
Crec.-Heptacloro 0.043745 0.041 1.067 0.30091
Crec.-Clorpirifos 0.004744 0.016295 0.291 0.77446
Crec.-DDE 0.151559 0.134181 1.13 0.27437
Crec.-Metoxicloro -0.012153 0.010756 -1.13 0.27422
Crec.-Cafeina 0.001775 0.002452 0.724 0.4791

Nota. Se obtuvieron valores para el error estandar residual: 0.5869 en 17 grados de libertad, R
cuadrada multiple: 0.485, R cuadrado ajustado: 0.1.1891, Estadistico F: 1.601 en 10 y 17

grados de libertad, valor p: 0.1891

Grafico Q-Q de Residuales del modelo de regresion
lineal de crecimiento radicular
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Figura 28. Grafica Q-Q de residuales del modelo de regresion lineal del crecimiento radicular

64



indices mitéticos (IM)

Se consider6é dentro de la mitosis a todas aquellas células con algun
crecimiento en el diametro del nucleo, denotando una profase temprana. Si bien se
cuantificaron cada una de las fases de la mitosis celular, al final, estas se agruparon
dentro de la categoria de “células en mitosis”, lo anterior debido a que la obtencion del
valor de indice mit6tico requiere el numero total de célula en alguna de las fases
mitéticas. La figura (29) muestra cada una de las fases del ciclo celular observadas al

microscopio de las muestras analizadas.

Figura 29. Fases de la mitosis celular observadas en los conteos, en cada uno de los recuadros
se muestra cada una de las fases mitéticas, siendo A- Interfase normal, B -Profase,
C- Metafase, D-Anafase y E-Telofase.
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Las medias para los indices mitéticos se mantuvieron en el rango de entre 10% y
16%, siendo los organismos expuestos a las muestras control con agua destilada
aquellos que presentaron un mayor indice mitético en comparacion con el resto de las
muestras (Figura 30). En cuanto a las muestras ambientales, SIS12 , SIS14 (ambas
muestras marinas), y SIS25 (muestra de ciénega) fueron las que provocaron la mayor
disminucién en la tasa mitética de las células de las raices de Allium cepa segun el
rango intercuartilico, caso contrario las muestras SIS19, SIS22 (ambas muestras
marinas) y SIS27 (muestra de ojos de agua) aquellas que presentaron los valores mas
cercanos a los obtenidos en las muestras control, segun los rangos intercuartilicos de
los resultados de obtenidos, generando los valores promedio de indice mitético mayor
entre las muestras de origen ambiental. La consulta de resultados detallados del

bioensayo se encuentra disponible en el siguiente enlace: Resultados del bioensayo.*

El total de los valores de indices mitéticos, no mostraron diferencias
significativas en los andlisis estadisticos de las medias obtenidas para cada una de las
estaciones, lo anterior basado en los resultados de la prueba Kruskal-Wallis obteniendo
un valor de p>0.05 en cada una de las comparaciones de los indices mitéticos
obtenidos con las muestras ambientales con los obtenidos en la muestra control, sin
embargo, todos los indices mitoticos de los organismos expuestos a las muestras
ambientales tuvieron una media por debajo de la media del indice mitético de los

organismos expuestos a las muestras control.

4 https://docs.google.com/spreadsheets/d/INBg--Y_8AINszyYimPollzBk UNI1FyT/edit#gid=1486979080

66


https://docs.google.com/spreadsheets/d/1NBq--Y_8AlNszyYimPo1lzBk_UNl1FyT/edit?usp=sharing&ouid=116451014029012898048&rtpof=true&sd=true

Si bien no existieron diferencias significativas entre las muestras, la presencia de
los diferentes contaminantes pudo haber provocado dichas disminuciones en la tasa
mitética de las células de Allium cepa, sin embargo, estas sustancias no se presentaron
a una concentracion que provocara que se inhibiera en mayor medida el indice mitotico

y por lo tanto provocara diferencias significativas con respecto a las muestras control

(Tabla 7).
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Figura 30. Medianas de indice mitotico obtenido para cada una de las muestras. La linea
horizontal se ubica sobre la mediana y la linea vertical el rango intercuartilico. Las muestras
SIS11, SIS14 y SIS25 presentaron, en promedio, los indices mitéticos mas bajos en
comparacion con el resto de las muestras. Todos los indices mostraron alguna reduccion en
esta variable cuantificada en comparacion con los resultados obtenidos de los conteos
celulares realizados en los organismos expuestos a las muestras control.
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Tabla 7. Resultados de la prueba de Kruskal Wallis de los indices mitéticos, comparando los
resultados de las muestras ambientales con la muestra control para identificar diferencias
significativas.

Prueba de Dunn para Diferenciade .. .. . Valor ajustado
comparaciones multiples rango medio. ¢Significancia? Resumen de P
Control vs. Control Solvente 12.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS01 37.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS02 57.33 No ns 0.2086
Control vs. SIS03 52.00 No ns 0.4285
Control vs. SIS04 62.83 No ns 0.0934
Control vs. SIS05 48.33 No ns 0.6802
Control vs. SIS06 52.67 No ns 0.3929
Control vs. SIS07 40.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS08 25.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS09 40.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS10 28.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS11 56.33 No ns 0.2397
Control vs. SIS12 44.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS13 27.83 No ns >0.9999
Control vs. SIS14 50.00 No ns 0.5532
Control vs. SIS15 33.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS16 35.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS17 26.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS18 32.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS19 0.000 No ns >0.9999
Control vs. SIS20 33.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS21 18.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS22 -1.000 No ns >0.9999
Control vs. SIS23 52.33 No ns 0.4103
Control vs. SIS24 30.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS25 61.00 No ns 0.1230
Control vs. SIS26 6.000 No ns >0.9999
Control vs. SIS27 2.000 No ns >0.9999
Control vs. SIS28 20.67 No ns >0.9999

Se obtuvieron valores que muestran la ausencia de diferencias estadisticamente significativas
entre los indices mitGticos obtenidos en los conteos celulares de las raices expuestas a los
extractos de muestras ambientales con aquellos obtenidos tras una exposicién a las muestras
control.

ns: no significante
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Hidalgo et al., (1989) propusieron la hipétesis de que los valores de indices
mitoticos pueden verse disminuidos gracias a los efectos inhibidores de los
contaminantes sobre las células, las cuales disminuyen las producciones de algunas
proteinas encargadas de la sefalizacion celular para la mitosis. Lo cual es probable
gue haya ocurrido en este caso por los contaminantes analizados, o bien por aquellos
gue no fueron en esta investigacion; sin embargo, como se menciond anteriormente los
contaminantes también pueden promover la tasa mitética induciendo una proliferacion
descontrolada en la reproduccién celular, lo que pudo haber contrarrestando el efecto

sobre los indices mitoticos (Shabbir et al., 2021)

Agrupando los valores de acuerdo con el origen de las muestras, en aquellas
obtenidas en la fraccion marina al oeste del pueblo y de la ciénega al este de Sisal se
obtuvieron las medias mas bajas de indices mitéticos en comparacion con el resto de
las muestras, caso contrario, las provenientes de ojos de agua provocaron una menor
reduccién de la tasa mitética en comparacién con los controles y controles solventes,
esto pudo deberse a las bajas concentraciones de contaminantes encontrados en ellas

en comparacion con el resto de las muestras (Figura 31).
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Figura 31. Medianas de los indices mitéticos (IM) agrupados por el origen de las muestras
respecto al pueblo de Sisal. Se observa que los organismos expuestos a las muestras
provenientes de las ciénegas al este y marinas al oeste del pueblo generaron, en promedio las
mayores reducciones de los indices mitéticos en comparacion con el resto de los ambientes
acuaticos analizados.

Lo anterior también se pudo observar en los contenidos de HAP detectados
durante los analisis cromatograficos, ya que para las muestras provenientes de ojos de
agua los valores de estos contaminantes fueron los menores en comparacion con el
resto de las muestras, con lo cual esta diferencia de concentraciones podria ser la
responsable de causar las diferencias en los indices mitdticos en las células de las
raices de las cebollas, Chowdhary et al., (2022) reportan disminuciones en indices
mitéticos en el bioensayo con Allium cepa evaluando la citotoxicidad de muestras con

contaminantes organicos a medida que la concentracion de estos aumenta.
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Ya que no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas se puede
inferir que los contaminantes presentes en las muestras de agua no estaban en
concentraciones tales que se diera una inhibicion més grande de los indices mitoticos,
ya que a concentraciones mas elevadas los indices mitoticos se reducen de manera
drastica en el bioensayo con Allium cepa debido a la interferencia que generan los
contaminantes en los procesos de division celular y por ende para el caso de la cebolla,
también tiene repercusiones en la longitud de las raices (Bhat et al., 2018; Lyu et al.,

2018).

Los valores obtenidos en la regresion lineal maltiple sugirieron que ninguno de
los contaminantes encontrados en los extractos de las muestras ambientales tuvo una
influencia determinante sobre los indices mitéticos en las células de las raices de las
cebollas, ya que todos ellos obtuvieron un valor de p>0.05, para la regresion lineal, el
valor de R cuadrada fue de 0.3141 y un valor de p=0.6486, y una vez mas, no se pudo
obtener evidencia para adjudicar los efectos sobre las tasas mitéticas a un solo
contaminante, sino mas bien el resultado de un efecto sinérgico de la mezcla de las
diferentes sustancias quimicas contaminantes, tanto aquellas evaluadas como aquellas
que no lo fueron, posiblemente el efecto de promocién que tienen algunos de los
contaminantes sobre la multiplicacion celular encubrio los efectos negativos sobre las

células de las raices de Allium cepa (Tabla 8).

De igual manera, el calculo de los residuales mostro que, al tener una
distribucion normal, el modelo fue idéneo y mostrd resultados confiables sobre la
significancia de los contaminantes sobre los valores contabilizados de tasas

mitGticas observadas en las células de las raices de las cebollas (Figura 32).
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Tabla 8. Resultados de la regresion lineal multiple para determinar la significancia de las

concentraciones de los diferentes contaminantes con la tasa mitdtica de las células de las raices de

Allium cepa.
Estimacion Error Valor Pr(>|t])
estandar det

(Interseccion) 14.426664 0.366971 39.313 <2e-16 ***
IM-HAP bajo peso molecular 0.007174 0.079539 0.090 0.929
IM-HAP alto peso molecular -0.247070 0.187129 -1.320 0.204
IM- a-HCH -0.007336 0.031465 -0.233 0.818
IM- b-HCH+g-HCH 0.002182 0.003806 0.573 0.574
IM- d-HCH 0.006666 0.005442 1.225 0.237
IM- Heptacloro -0.019679 0.047493 -0.414 0.684
IM-Clorpirifos -0.004220 0.018876 -0.224 0.826
IM-DDE 0.039101 0.155431 0.252 0.804
IM-Metoxicloro -0.006098 0.012460 -0.489 0.631
IM-Cafeina -0.003071 0.002841 -1.081 0.295

Nota. Se obtuvieron valores para el error estandar residual: 0.6799 en 17 grados de libertad, R
cuadrada multiple: 0.3141, R cuadrado ajustado: -0.08935, Estadistico F: 0.7785 en 10 y 17

grados de libertas, valor p: 0.6486.
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Figura 32. Grafica Q-Q de residuales del modelo de regresion lineal de IM.

Genotoxicidad

indices de anormalidades (IA)

Las anormalidades nucleares contempladas para este trabajo fueron
micronucleos, células binucleadas, células anucleadas, nucleos condensados, nucleos
arrinonados y nudcleos con acreciones irregulares (Figura 33), los cuales fueron
categorizados en la categoria de “Anormalidades” (Castro et al., 2004). Cada uno de
estos tipos fueron observados en mayor o menor medida dentro de los conteos
realizados, pese a que para fines de este trabajo no importaba el tipo de dafio

genotoxico, sino mas bien el ndmero de estos, los micronicleos junto con las
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acreciones irregulares fueron las anormalidades en el nicleo mas frecuentes con
respecto de los demas tipos contemplados. La consulta de resultados detallados del

bioensayo se encuentra disponible en el siguiente enlace: Resultados del bioensayo®

Figura 33. Aberraciones nucleares observadas durante los conteos, siendo el recuadro
A- Interfase con micronlcleo, B- Célula arrinonada, C- Célula binucleada, D- Nducleos
condensados y D- Célula con yema.

Todas las muestras ambientales provocaron la generacion de anormalidades en
los ndcleos de las células de las raices de Allium cepa, sin embargo, los indices mas
altos de anormalidades obtenidos durante los conteos celulares se presentaron en las
células de los organismos expuestos a aquellas obtenidas en el Puerto de Abrigo
(SIS05 y SIS06) y en la ciénega proxima a una gasolinera (SIS11) obteniendo una
media de 8.54%, 11.00% y 6.18% respectivamente (Figura 34), coincidiendo con los

valores mas altos de hidrocarburos aromaticos policiclicos en comparacion con el resto

5 https://docs.google.com/spreadsheets/d/INBqg--Y_8AINszyYimPollzBk_UNI1FyT/edit#gid=1486979080
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de los puntos de muestreo. Los valores mas bajos de anormalidades se presentaron en
los organismos expuestos a las muestras SIS27 y SIS28, fueron obtenidas en ojos de
agua al este de la comunidad de Sisal, cuyas medias obtenidas fueron 0.22% y 0.26%
respectivamente. El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis, mostré diferencias
significativas en las muestras SIS01, SIS02, SIS05, SIS06, SIS09, SIS11 y SIS13 en
comparacién con aquellas de tipo control, en el resto de ellas, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con dicha prueba estadistica.
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Figura 34. Medianas de los indices de anormalidades obtenidos para cada una de las
muestras. La linea horizontal se ubica sobre la mediana y la linea vertical el rango
intercuartilico. Los resultados de los indices de anormalidades mostraron que las muestras del
Puerto de Abrigo fueron las que provocaron un mayor nimero de efectos genotdxicos en las
células de las raices de los organismos expuestos a ellas. * Diferencias significativas **
Diferencias altamente significativas.
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Las muestras que presentaron diferencias significativas, coincidieron con las
concentraciones mas altas de HAP de bajo peso molecular, SISO1 y SIS02 fueron
obtenidas en el mar al oeste del pueblo de Sisal, a una distancia relativamente cercana
del Puerto de Abrigo, zona de obtencion de SIS05 y SIS06, finalmente, SIS09, SIS11y
SIS13 fueron obtenidas en la ciénega frente al pueblo de Sisal dejando a la region del
este exenta de muestras que produjesen valores elevados de anormalidades en

comparacion con el resto de ellas (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la prueba de Kruskal Wallis indices de anormalidades, comparando los
resultados de las muestras ambientales con la muestra control para identificar diferencias
significativas.®

Prueba de Dunn para Diferenciade .. .. . Valor ajustado
comparaciones multiples rango medio. cSignificancia? Resumen de P
Control vs. Control Solvente 0.000 No ns >0.9999
Control vs. SIS01 -68.67 Si * 0.0372
Control vs. SIS02 -74.00 Si * 0.0151
Control vs. SIS03 -18.83 No ns >0.9999
Control vs. SIS04 -42.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS05 -82.00 Si *x 0.0035
Control vs. SIS06 -84.67 Si *x 0.0021
Control vs. SIS07 -29.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS08 -32.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS09 -68.00 Si * 0.0415
Control vs. SIS10 -45.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS11 -79.33 Si *x 0.0058
Control vs. SIS12 -27.50 No ns >0.9999
Control vs. SIS13 -69.67 Si * 0.0315
Control vs. SIS14 -37.67 No ns >0.9999
Control vs. SIS15 -52.33 No ns 0.4097
Control vs. SIS16 -50.33 No ns 0.5296
Control vs. SIS17 -39.17 No ns >0.9999
Control vs. SIS18 -49.67 No ns 0.5760
Control vs. SIS19 -46.67 No ns 0.8308
Control vs. SIS20 -47.00 No ns 0.7984
Control vs. SIS21 -52.33 No ns 0.4097

6 Tabla 9. (Continua en la pagina siguiente).
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Control vs. SIS22 -26.33 No ns >0.9999

Control vs. SIS23 -17.33 No ns >0.9999
Control vs. SIS24 -40.83 No ns >0.9999
Control vs. SIS25 -34.33 No ns >0.9999
Control vs. SI1S26 -15.00 No ns >0.9999
Control vs. SIS27 -5.667 No ns >0.9999
Control vs. SIS28 -8.667 No ns >0.9999

Las muestras denominadas como SIS05, SIS06, SIS11 mostraron las diferencias mas grandes
en los valores obtenidos en los indices de anormalidades obtenidos en los conteos celulares en
comparacion con los valores obtenidos en aquellos organismos con exposicion a las muestras
control, seguidas por las muestras SIS01, SIS02, SIS09 y SIS13, que de igual manera
mostraron diferencias significativas en esta variable.

* Diferencias significativas

* Diferencias altamente significativas

Como se mencion6 anteriormente, en el pueblo de Sisal, se llevan a cabo
actividades relacionadas con el manejo, almacenamiento y quema de combustibles
fésiles, como en la zona del Puerto de Abrigo la cual presenta un constante transito de
lanchas motorizadas y la estacion de gasolina, frente al punto de obtencion de la
muestra SIS11, area en la cual se presenta un flujo de agua que conecta las partes de
la ciénega divididas por la carretera que conecta al pueblo de Sisal con Hunucma
(Figura 35). Con lo cual, es muy probable que gran porcentaje de la contaminacion por
hidrocarburos sea de tipo autoctona dispersandose desde la fuente por los flujos de

agua dentro de los sistemas acuaticos.

Al agrupar las muestras por su origen y con respecto a su localizacion, la media
de las anormalidades presentes en las muestras provenientes de los ojos de agua,
tanto aquellos al este como aquellos dentro de Sisal, fueron las mas bajas en
comparacion con el resto de las muestras (Figura 36). Caso contrario, la media de las
anormalidades observadas en los organismos expuestos a las muestras provenientes

del Puerto de Abrigo y la ciénega de Sisal son las que presentaron un mayor valor. La
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diferencia anterior puede verse reflejada de igual manera en la concentracion de los
contaminantes, siendo los ojos de agua los que presentaron los niveles mas bajos de
HAP mientras que las muestras del Puerto de Abrigo y ciénega de sisal fueron aquellas
con mayor concentracion de este tipo de contaminantes. Es importante sefalar que las
células tienen procesos encargados de la reparacion de los efectos genotoxicos, con lo
cual es probable que los contaminantes ocasionaran un mayor numero de

anormalidades, y que estos hayan sido reparados por las mismas células (Rodriguez et

al., 2015).

Figura 35. Imagen aérea con la localizacion de las muestras obtenidas de la ciénega frente a
Sisal. Imagen obtenida de Google Earth, Airbus 2023.
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Figura 36 Medianas de los indices de anormalidades (IA) agrupados por el origen de las
muestras respecto al pueblo de Sisal. Se observa que las muestras de obtenidas del Puerto de
Abrigo y las ciénegas dentro del pueblo de Sisal fueron las que ocasionaron, en promedio, el
mayor numero de anormalidades en comparacion con el resto de los ambientes analizados.

Los valores obtenidos en la regresion lineal para los indices de anormalidades
evaluando la influencia de los contaminantes sobre la generacién de anormalidades
sugieren que los HAP de bajo peso molecular, el DDE, el metoxicloro y el heptacloro
presentaron una relacion positiva entre el contenido de estos contaminantes con el
numero de anormalidades generadas en las células de las raices de la cebolla (Tabla

10). El valor de la R cuadrada de la regresion fue de 0.9515 con un valor de p=3.367¢e°,

con lo cual se puede sugerir que los contaminantes analizados y los efectos sinérgicos
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de la presencia de estos en los extractos, pudieron haber sido los responsables de la
aparicion de las diferentes anormalidades observadas durante los conteos celulares.
Leme y Marin (2008) reportaron indices de anormalidades en los nucleos celulares de
Allium cepa producto de exposicion muestras de aguas contaminadas con HAP,
similares a las encontradas en las observaciones realizadas en el presente estudio,
cabe sefialar que en dicho trabajo el analisis de las muestras detecté los 16
hidrocarburos arométicos policiclicos analizados en el presente trabajo.
Adicionalmente, se menciona que existe una relacién directamente proporcional entre

la concentracion de dichos contaminantes con la incidencia de las anormalidades en

los nucleos celulares, efecto observable en este trabajo.

Tabla 10. Resultados de la regresion lineal multiple para determinar la significancia de las
concentraciones de contaminantes con los indices de anormalidades contabilizadas en las
células de las raices de Allium cepa.

Estimacién  Error estandar Valor de t Pr(>|t])

(Interseccion) 0.843945 0.374650 2.253 0.037786 *
IA-HAP bajo peso molecular 0.556118 0.081204 6.848 2.83e-06 ***
IA-HAP alto peso molecular 0.299175 0.191044 1.566 0.135773
IA- a-HCH -0.041029 0.032124 -1.277 0.218690
IA- b-HCH+g-HCH -0.003333 0.003886 -0.858 0.402973
IA- d-HCH -0.007475 0.005556 -1.345 0.196180
IA- Heptacloro -0.147264 0.048487 -3.037 0.007440 **
IA-Clorpirifos 0.019191 0.019271 0.996 0.333287
IA-DDE 0.683709 0.158684 4.309 0.000476 ***
IA-Metoxicloro -0.049415 0.012720 -3.885 0.001191 **
IA-Cafeina -0.001347 0.002900 -0.465 0.648107

Nota. Se obtuvieron valores para el error estandar residual: 0.6941 en 17 grados de libertad, R
cuadrado multiple: 0.9515, R cuadrado ajustado: 0.923, Estadistico F: 33.36 en 10 y 17 grados
de libertad, valor p: 3.367e-09.

*Significante

* Muy Significante

** Altamente Significante
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Al igual que con los modelos anteriores, el célculo de los residuales mostro que,
al tener una distribucién normal, el modelo fue idoneo y mostré resultados confiables
sobre la significancia de los contaminantes sobre los valores contabilizados de tasas

mitéticas observadas en las células de las raices de las cebollas (Figura 37).

Grafico Q-Q de Residuales del modelo de regresion
lineal de IA
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Figura 37. Grafica Q-Q de residuales del modelo de regresion lineal de IA.

Es importante sefialar que si bien, los resultados estadisticos sugieren que
algunos contaminantes tuvieron una mayor significancia sobre la generacién de efectos

genotoxicos en las células de la especie seleccionada, al tratarse de muestras con un
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gran numero de sustancias quimicas en ellas, resulta complicado conocer el rol que
desempefian cada uno de ellos de manera individual, asi como la manera en que los
efectos se pueden ver alterados ante la presencia de contaminantes que estuvieron
fuera de la investigacion, como los plaguicidas organofosforados, los metales pesados
y/o los contaminantes emergentes, por lo cual un analisis evaluando los efectos

genotoxicos

El andlisis in silico de los HAP detectados en los extractos de las muestras
mostré a 12 de los 16 como mutagénicos segun las caracteristicas de sus moléculas y
de los estudios toxicologicos que son usados como referencia por el software ToxRead
para la evaluacion de los compuestos quimicos. Para el caso de los HAP de bajo peso
molecular se obtuvieron valores de no mutagenicidad para el Naftaleno y Acenaftreno,
probablemente mutagénico para el Fluoreno y mutagénico para el Acenatftileno,
Fenantreno y Antraceno (Figura 38). Por parte del grupo de los HAP de alto peso
molecular, todos los compuestos fueron clasificados como mutagénicos por los analisis
realizados en el programa, el cual asigna un color verde a aquellas moléculas sin
evidencia de mutagenicidad, amarillo para aquellos compuestos con alta probabilidad
de ser mutagénicos y el color rojo para aquellas sustancias con evidencia cientifica de
causar efectos mutagénicos. Lo anterior sugiere que si bien, estadisticamente no se
encontré una relacion significante con los HAP de alto peso molecular, estos
compuestos también pudieron haber provocado la generacién de algun porcentaje de
las anormalidades contabilizadas. Los resultados obtenidos con el software ToxRead
mostraron una confiabilidad alta para la evaluacion in silico de este tipo de

contaminantes, pues concuerda con informacion reportada en los andlisis toxicologicos
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de este tipo de compuestos (Biswas y Ghosh, 2014; Gutiérrez et al., 2018; He-Li, et al.,
2022; He-Wan, et al., 2022; Li et al., 2022; Ramsinghani, 2022; Robles, 2014; Uribe y

Pérez, 2005; Wessel et al., 2012; Zhang et al., 2023).
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Figura 38 Pantalla del software ToxRead mostrando la mutagenicidad del fenantreno, se
muestra en el circulo del centro el compuesto objetivo y los tres circulos alrededor son
compuestos con gran similitud fisicoquimica, mostrando que dos de ellas son mutagénicas

Para el caso de los plaguicidas organoclorados encontrados en las muestras
(a, B, v, & - HCH; Heptacloro, Clorpirifos, DDE y Metoxicloro) todos ellos obtuvieron
valores de no mutagenicidad segun el programa ToxRead (Figura 39), sin embargo, se
obtuvieron resultados mixtos en cuanto a la genotoxicidad de algunos de estos

compuestos, por ejemplo, para el caso del Metoxicloro, para el cual se tienen estudios
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gque demuestran que es genotdxico en células animales y no asi para organismos

procariontes (Chen, 2014).

Dizdari y Kopliku (2013) reportan la presencia de efectos adversos citotoxicos y
genotoxicos en Allium cepa tras la exposicion al y-HCH (Lindano), de igual manera
Clorpirifos ha ocasionado la disminucion en la tasa mitdtica y la presencia de
microndcleos en células de raices de Allium cepa tras la exposicion a este
contaminante, incrementando la magnitud de dichos efectos a medida que se
incrementa la concentracion (Shabbir et al., 2021). Zeyad (2019) en su estudio,
evaluando la genotoxicidad de muestras de agua contaminada con plaguicidas
organoclorados, sefiala la relacion positiva entre la concentracion de estos
contaminantes con la incidencia de anormalidades los nucleos de células de bacterias y

plantas.

Al igual que los HAP, solo un grupo de los plaguicidas detectados en las
muestras mostré relacion estadisticamente significante entre la concentracion del
contaminante con la incidencia de anormalidades, sin embargo, nuevamente aquellos
compuestos que no mostraron dicha significancia pudieron haber promovido o en su
defecto, causado la incidencia de las diferentes anormalidades contabilizadas al inducir

cierto grado de sinergia en los efectos ocasionados por la presencia de contaminantes.
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Figura 39. Pantalla del software ToxRead mostrando la mutagenicidad del heptacloro, se
muestra en el circulo del centro el compuesto objetivo y los tres circulos alrededor son
compuestos con gran similitud fisicoquimica.

Es importante sefialar que ademas de los compuestos quimicos analizados en

las muestras, estas pudieron contener muchos otros contaminantes ajenos a los

evaluados en este trabajo, por ejemplo, los plaguicidas organofosforados y los

contaminantes emergentes, los cuales han sido evaluados en términos de citotoxicidad

y genotoxicidad en bioensayos con Allium cepa dando resultados positivos para estas

dos variables, (Herrero et al., 2012; Khan et al., 2019; Kumari et al., 2011; Shabbir et

al., 2021).
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CONCLUSIONES

eLa determinacién de contaminantes en los extractos de agua reflejo la
presencia de los mismos en los ambientes acuaticos costeros, siendo las muestras de
agua obtenidas en ojos de agua aquellas que presentaron, en promedio, una menor
concentracion de este tipo de sustancias, mientras que las ciénegas y el Puerto de
Abrigo del pueblo de Sisal aquellos sistemas con una mayor concentracion promedio
de hidrocarburos aromaticos policiclicos y plaguicidas organoclorados, denotando la
influencia de las actividades humanas en este tipo de ambientes. Por otra parte, la
presencia de cafeina en cada una de las muestras es un indicio inequivoco de la
presencia de aguas residuales en todos los ambientes acuaticos analizados,
demostrando el flujo de compuestos contaminantes desde el interior de la peninsula de
Yucatan hasta la franja costera al norte de la region.

eLos resultados de los conteos celulares sugieren que los contaminantes
presenten en las muestras de agua fueron responsables de la aparicion de efectos
genotoxicos en las células de las raices de Allium cepa, principalmente los resultados
estadisticos reflejan una correlacion entre el contenido de hidrocarburos aroméaticos
policiclicos de bajo peso molecular, heptacloro, DDE y metoxicloro; sin embargo es
importante recalcar que la presencia del resto de sustancias analizadas como aquellas
gue no lo fueron y que pudieron haberse presentado también podrian generar un efecto
sinérgico en la incidencia de anormalidades en los nucleos celulares.

¢Si bien los efectos citotéxicos no fueron tan evidentes y estadisticamente no
significativos, se logré apreciar una disminucion de los valores de indices mitéticos y

crecimiento radicular de todos los organismos expuestos a las muestras ambientales
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en comparacion con los resultados obtenidos en aquellos tratados con las muestras
control, con lo cual dichas diferencias, tal como lo mencionan diferentes autores citados
a lo largo de este trabajo, se debe a la presencia de contaminantes en las muestras de
agua.

eUn analisis de este tipo, evaluando por separado a los contaminantes, daria
un mejor entendimiento del papel que llevan a cabo cada uno de ellos en los ambientes
acuaticos y de la peligrosidad que representan para los ecosistemas en los que se
encuentran. De igual manera se sugiere para la peninsula de Yucatan estudios que
midan la toxicidad de las aguas presentes en la region costera del estado, pues esta
parte de la peninsula es el destino de muchos contaminantes provenientes desde el
interior de la misma por las caracteristicas karsticas del acuifero yucateco, de esta
forma se puede conocer el estado de contaminacion hidrica y proponer una mejor
legislacion en tema de tratamiento y descarga de aguas residuales para promover una
Optima calidad del agua tanto en el acuifero como en los ambientes que se relacionan

con él.
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