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RESUMEN

Los estudios realizados en la Gltima década en las aguas de los pozos, norias y manantiales del municipio de Zimapan, estado de
Hidalgo, México, han mostrado un incremento del contenido de arsénico que rebasa los limites maximos permisibles por la
Norma Oficial Mexicana. En este estudio se analizé el contenido de arsénico en muestras del agua y se utilizaron plantas de haba
(Vicia faba L.) en un bioensayo para evaluar el dafio genotoxico con el uso de esta agua mediante la prueba de induccion de
micronucleos en las células. Se utilizé como control el agua de un pozo de similares caracteristicas del municipio de Pachuca,
pero con contenidos de arsénico por debajo de los limites de deteccién. Se comprobd que el agua de la region presenta altas
concentraciones de arsénico y que los efectos genotoxicos que pueden provocar se manifiestan por el incremento de la induccion
de micronucleos en las células meristeméticas de las raices de plantas sensibles. Asi mismo, se observoé que el efecto citotdxico es
capaz de enmascarar el efecto genotdxico.
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ABSTRACT

Toxic damages in susceptible plant tissues caused by arsenic polluted waters in Zimapan, Hidalgo State, México
Studies made in the last decade in waters of wells, chain dumps and springs of the municipality of Zimapan, Hidalgo State,
Mexico, have shown an increase in the arsenic content that surpasses the maximum limit established by the Mexican Official
Norms. In this study the arsenic content was evaluated in water samples, and Vicia faba plants were used in a bioassay to assess
the genotoxic damage when using this water by means of the micronuclei induction test. A well water of similar characteristic
from the municipality of Pachuca, but with low arsenic content, was used as a control test. The results showed that the water of
this region presents high arsenic levels and can cause genotoxic effects by the induction of micronuclei in the meristematic root
cells of susceptible plants. It was also shown that the citotoxic effects can mask the genotoxic effects on the plant.
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consumo humano.

Un sistema que ha demostrado ser versatil y
eficiente para evaluar el dafio citogenético en las
plantas se basa en el uso de células meristematicas
de la raiz de haba (Vicia faba L.) debido a su fécil

INTRODUCCION

La acumulacidén de los metales pesados en los
tejidos vegetales puede llegar a producir dafios
genotdxicos en sus células y de esta manera

logran incorporarse al hombre a través de la
cadena alimentaria (Pérez, 2004). En el caso de la
poblacion de Zimapan, en el estado de Hidalgo,
México se ha comprobado la existencia de agua
contaminada con arsénico (Nufiez, 1999; Prieto et
al., 2005), lo cual pudiera estar ocasionando dafios
citogenéticos a los vegetales usados para el
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manejo, mantenimiento relativamente econémico
y a la presencia de pocos cromosomas (Valencia,
1992). Estos cromosomas tienen buen tamafio
para realizar un estudio citolégico a la vez que se
conocen perfectamente los tiempos de cada una de
las etapas de su ciclo celular (duracién total de
19,3 horas a 19 °C); esto, aunado a que en los
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meristemos apicales hay una gran cantidad de
células indiferenciadas en division, favorece los
estudios de citotoxicidad (Evansy Scott, 1964).

La posibilidad de estudiar el dafio geno y
citotoxico que puede producir el arsénico,
presente en suelos y aguas en la region de
Zimapan, sugiere la idea de utilizar bioensayos
gue permitan su estudio en células meristematicas.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
citotoxico y genotdxico que puede provocar la
presencia de arsénico en tejidos vegetales
sensibles utilizando para ello la raiz de plantas de
haba.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se realiz6 una serie de muestreos
sistematicos y representativos durante un afio para
evaluar los niveles medios de concentracion de
arsénico en aguas recolectadas en los diferentes
pozos municipales de la poblacion de Zimapan
(estado de Hidalgo, Meéxico) asi como en el
distribuidor general de abastecimiento de agua a la
poblacién. El agua utilizada para analizar los
dafios genotéxicos fue colectada directamente del
distribuidor general. Asi mismo, se colect6 y
evalud el agua en el municipio de Pachuca (sin
presencia de arsénico) la cual se utiliz6 como
muestra control.

La determinacidn de arsénico en las muestras
de agua se realiz6 mediante absorcion atémica por
generacién de hidruros, segin metodologia
sefialada en Prieto et al. (2005).

El efecto genotdxico del arsénico fue evaluado
en las raices de haba (Vicia faba), variedad Minor,
considerando este cultivo como un sistema de
bioensayo para analizar la aparicion de
aberraciones cromosémicas que ocurren a
través de la formacion de micronucleos. Las raices
se expusieron al agua de Zimapan (con alto
contenido de As) y a los lotes de control con agua
del municipio de Pachuca (sin presencia de As).

Se seleccionaron 20 semillas grandes y de
tamafio similar de haba y se sumergieron en agua
corriente durante 24 horas con el objeto de
reblandecer la testa. Luego fueron colocadas entre
dos capas de algodén en una bandeja de aluminio
sin luz, protegidas de contaminantes (polvo) y lo
suficientemente hdmedas para favorecer su
germinacion hasta que aparecieron las radiculas.
Posteriormente se elimind la testa para evitar la

contaminacién por hongos. Cuando las raices
alcanzaron de 4 a 5 cm de longitud (entre 2y 3
dias) se separaron en dos lotes: un lote control y
un lote problema para su tratamiento con el agua
contaminada. Se eligieron las plantas con las
raices mas grandes y se colocaron en la superficie
de un vaso de precipitado de 250 mL de
capacidad, cubierto con papel aluminio,
permitiendo que a través de un orificio las raices
guedaran sumergidas en el agua durante 6 horas.
Una vez tratadas las raices se procedid a la
preparacion de las laminillas realizando un corte
de 2 mm del meristemo apical, el cual fue fijado
en una solucion de etanol-acido acético (3:1). Para
la tincién los meristemos apicales se colocaron en
etanol 70 % para deshidatar la célula de la raiz. Se
agreg6 HCI 5M a los meristemos apicales
(hidrélisis) para eliminar la pared celular y
facilitar la entrada del colorante. El exceso de HCI
fue eliminado mediante lavado con agua destilada.
La tincion se realiz6 con aceto-orceina por 40
minutos, colorante de tipo béasico, que tiene
mas afinidad por las estructuras celulares de
caracter &cido como son los cromosomas. Se
utiliz6 &cido acético al 45 % para eliminar el
exceso de colorante.

Los meristemos fueron colocados sobre un
portaobjetos y se maceraron para obtener la
consistencia  requerida  para  hacer las
observaciones microscopicas a través de la técnica
denominada squash, la cual permite que las
células no estén unas sobre otras y lo mas
dispersas posible lo que permite que sean
facilmente observadas a nivel microscopico.
Durante la hidrolisis, el tejido se colocd en un
portaobjetos, se macer6 con una navaja de un sélo
filo y luego de la tincion se colocd un
cubreobjetos para realizar el aplastamiento en
monocapa o squash.

En campos al azar, a nivel de microscopio, se
observaron 1000 células en interfase, tanto en el
lote control como en el lote problema, para
determinar la incidencia de microndcleos, los
cuales permiten mostrar el dafio genotoxico
inducido a través de los rompimientos
cromosémicos y cromosomas con el centromero
inactivado. Las diferencias entre ambos lotes
fueron analizadas mediante una prueba de
diferencia de proporciones (Spigel, 1970).

En caso de no encontrar dafio genotoxico por
micronicleos debido a que el compuesto fuese
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mas toxico que mutageno, se evalud el dafio a
través de un indice mitético, el cual constituye un
criterio para evaluar el dafio fisiolégico que
provocan diversos agentes xenobidticos al
producir inhibicion de la divisién celular
mediante un efecto citotdxico (Davidson, 1960;
Haber y Forrad, 1964; Burholt y Van't Hof,
1972). Este indice se obtuvo discriminando el
namero de células en division entre el nimero
total de células y se compar6 con el lote control,
analizando las diferencias a través de una prueba

de . De seis preparaciones obtenidas para el lote
control se analizé el nimero de células en
division en 1000 células por cada una y se
promedid el resultado. Para el lote donde se
utiliz6 el agua de Zimapan, se obtuvieron 21
muestras, de las cuales también se analizaron
1000 células en cada una y se promedid en forma
similar al lote control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los andlisis de agua de los
pozos y distribuidor general fueron reportados en
un trabajo previo (Prieto et al., 2005) y en todos
los casos exceden al valor maximo permisible de
As (0,025 mgL™?). El agua proveniente del
municipio Pachuca presentd una concentracion de
arsénico inferior a 0,008 mg-L*, es decir, sin
problemas del contaminante.

En la Figura 1 se muestra un rompimiento de
un cromosoma anafasico en haba, inducido por el
tratamiento con el agua de Zimapan a las células
meristematicas de la raiz, el cual es el mecanismo
con que el arsénico induce la formacién de
microndcleos. Estos son alteraciones observables
desde la etapa de anafase que se originan a través
de rompimientos cromosomicos y/o por la no
segregacion de cromosomas debido a una
inactivacion de su centrémero.

En la Figura 2A se muestra la aparicién de
microndcleos inducidos por la presencia de
arsénico en las aguas de Zimapan mientras que en
la Figura 2B es evidente la disminucion y/o
ausencia de éstos en el grupo control. En la Figura
2A también se observa la induccion de probables
microndcleos en anafase.

Figura 1. Fragmento cromosomico observable en
una anafase de haba el cual se transformara
en un micronucleo en telofase

En el Cuadro 1 se presenta la frecuencia de
células en division, la distribucion de éstas por
etapa del ciclo celular y el ndmero de
micronucleos encontrados en las muestras. Se
observa que la frecuencia de micronucleos en los
grupos con agua contaminada difiere con respecto
al grupo control. Estas diferencias fueron
significativas seguin la prueba de %* indicando el
efecto mutagénico de arsénico.

Es conocido que algunos compuestos
organicos quimicos pueden ser mas tdxicos que
mutageénicos logrando inhibir la division celular a
través de efectos citotoxicos (Valencia, 1992).

Cuadro 1. Frecuencias de células en division y los micronucleos encontrados en los grupos estudiados

Células en division por etapa del ciclo celular

Lote Frecuencias

Micronucleos

Interfase ~ Profase Metafase Anafase Telofase
Sin As 55/1000 15 19 1 15 4 1
(control)
Con As 37/1000 7 7 4 4 4 11*

* Positivo segun la prueba de %° con un 95 % de confiabilidad

Para discernir sobre la presencia de probables
efectos citotdxicos que pudieran encubrir la

capacidad mutagénica del arsénico se evalud el
indice mitotico. Se obtuvo una reduccion de 2,7
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veces (la relacion entre 46/1000 y 17/1000) de la
division celular o indice mitdtico en las plantas
tratadas con agua contaminada con respecto a las

del grupo control (Cuadro 2). Dicha reduccién fue
positiva estadisticamente y capaz de encubrir al
efecto mutagénico.

Figura 2. Microfotografia de raices de Vicia faba germinadas en aguas diferentes: 2a) En aguas de
Zimapan, donde se observa la presencia de micronucleos indicados por las flechas en el &rea I;
la flecha en el area de Il indica la induccién de probables micronlcleos en etapa de anafase.
2b) En aguas de Pachuca, donde se puede apreciar la ausencia de microntcleos

Para determinar si existian diferencias en
cuanto a las etapas del ciclo celular entre los
grupos evaluados, partiendo de la base que se
detectdé un efecto citotoxico significativo, se
desgloso la frecuencia de aparicion de cada una de
las sub-etapas. Como se puede ver en el Cuadro 3,
no hubo diferencias estadisticas entre el grupo
control y el tratado con agua de Zimapan.
Inicialmente se puede observar que en ambos la
mayoria de las células en division estan en
interfase y profase, existiendo un segundo pico de
expresion en anafase, lo que sugiere un
comportamiento similar entre los dos grupos y
gue estan coordinados independientemente del
tratamiento. Esto no permite especificar en que

momento del ciclo celular estuvo actuando el
efecto citotoxico.

La prueba estadistica de %° mostro igual
proporcion de células en las etapas de interfase,
profase y anafase para ambos casos.

Cuadro 2. Frecuencia de células meristematicas
de haba en division (indice mit6tico) en
ambos grupos de estudio

Células Células en Indice
Lote arany o
totales division mitotico
Sin As (control) 6000 278 46/1000
Con As 21000 363 17/1000*

+ Positivo segin la prueba de XZ, con un 95 % de
confiabilidad

Cuadro 3. Frecuencia observada de células meristematicas de haba con respecto a cada una de las etapas
del ciclo celular en ambos grupos bajo estudio

Frecuencia de

Lote , o Interfase Profase Metafase Anafase Telofase
células en division
Sin As (control) 46/1000 15 20 1 9 1
Con As 17/1000 4 6 0 6 1

CONCLUSIONES

El agua de Zimapan presenta una alta
concentracion de arsénico que puede ocasionar

dafios genotdxicos mediante la induccion de
microndcleos a nivel celular. Por otra parte, el
efecto genotdxico puede ser enmascarado por el
efecto citotoxico.
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