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Resumen: Poco se sabe sobre el efecto que los contaminantes presentes en
cuerpos de agua pueden tener sobre los organismos y los ecosistemas. El empleo
de métodos basados en efectos permite evaluar la respuesta de organismos vivos a
efluentes y aguas superficiales de composiciéon compleja. El objetivo del estudio
fue determinar los efectos fitotoxicos y genotéxicos de aguas superficiales usadas
para riego, empleando el protocolo para la evaluacion genotdxica en cuerpos de
agua con células de raices de cebollines. Los bulbos fueron expuestos a muestras
de aguas del rio Camacho (RC), el sistema de riego Guadalquivir-CENAVIT-
Calamuchita (GC) y el canal de Riego Calamuchita (CC) en época de estiaje y de
lluvias. Se observaron efectos genotdxicos significativos en los bulbos expuestos a
muestras de agua de todos los sitios, con leves diferencias entre la estacion lluviosa
y la seca. En la época de estiaje, el agua de (GC) provocd el mayor porcentaje de
micronucleos (MNC=9,5%) respecto al control (MNC=1,8%), se hipotetiza que el
mayor aporte de las aguas residuales de las Lagunas de oxidacion de San Luis puede
ser la causa. En época de lluvias la frecuencia de micronucleos del (RC) fueron las
mas elevadas (MNC=10,2%), respecto del control (MNC=1,5%). Se puede afirmar
que existe riesgo genotdxico en todos los sitios evaluados. Para las raices en época
de lluvias, se obtuvo valores de inhibicién positivos (hormesis) para las muestras
del (RC). En la época de estiaje las diferencias en el crecimiento no fueron
estadisticamente significativa en ninguno de los sitios evaluados.

Palabras clave: Rio Camacho, Sistema de riego Guadalquivir-CENAVIT-
Calamuchita, genotoxicidad, micronucleos, riesgo genotoéxico, Alium cepa.

Abstract: Little is known about the effect that pollutants present in surface water
have on organisms and ecosystems. The use of Effects-Based Methods allows the
assessment of the response of living organisms to effluents and surface waters of
complex composition. The main aim was to determine the phytotoxic and
genotoxic effects of surface water used for irrigation, using the protocol for
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genotoxic evaluation in water bodies with onion root cells. The bulbs were exposed
to water samples from the Camacho River (RC), the Guadalquivir-CENAVIT-
Calamuchita (GC) irrigation system and the Calamuchita Irrigation Canal (CC)
during dry and rainy seasons. Significant genotoxic effects were observed in bulbs
exposed to water samples from all sites, with slight differences between the rainy
and dry seasons. In the dry season, the water from (GC) caused the highest
percentage of micronuclei (MNC=9.5%) compared to the control (MNC=1.8%).
It is hypothesized that the most significant contribution of wastewater from the
treatment plant ponds in San Luis may be the cause. In the rainy season, the
frequency of micronuclei of the (RC) was the highest (MNC=10.2%) compared to
the control (MNC=1.5%). It can be affirmed that there is a genotoxic risk in all the
evaluated sites. Positive inhibition values (hormesis) were obtained for the (RC)
samples for the roots in the rainy season. In the dry season, the differences in
growth were not statistically significant in any of the evaluated sites.

Keywords: Camacho River, Guadalquivir-CENAVIT-Calamuchita irrigation
system, genotoxicity, micronuclei, genotoxic risk, AMium cepa.

1 Introduccidn.

Las actividades humanas han producido cambios en la composicién de las aguas
supetficiales por la introduccién de una gran variedad de compuestos xenobidticos.
Algunas de las principales fuentes de contaminacion de los recursos hidricos son las
descargas de efluentes industriales, agricolas y/o domésticos, los cuales contienen
diversos tipos de compuestos quimicos [1], [2]. La variedad de compuestos presentes
en el medio acuatico favorece la formacién de mezclas complejas que pueden causar
problemas a la salud de seres humanos y de los organismos que lo habitan o utilizan
[1], [3]. Muchos de estos compuestos toxicos tienen la capacidad de interactuar con
el material genético, lo que puede ser causa de dafio o mutaciones en el ADN, estos
agentes comunmente llamados citotdxicos, genotdxicos y/o mutagénicos, pueden
afectar a los organismos que habitan en 4dreas influenciadas por la presencia de
descargas de efluentes contaminantes [4], [5].

Debido a la compleja composicién de las muestras ambientales los anélisis
quimicos tienen una capacidad limitada para caracterizar la composicién quimica de
las aguas, ademds de no permitir una evaluacién posterior de la genotoxicidad o
carcinogenicidad quimica especifica. En contraposicion los bioensayos proporcionan
un medio para evaluar la toxicidad de mezclas complejas sin un conocimiento previo
de la identidad del toxico y/o de las propiedades fisicoquimicas [6]. Es asi que, en la
evaluaciéon de los efectos toxicos y genotoxicos de los productos quimicos
ambientales, actualmente se utilizan diferentes sistemas de pruebas biologicas. Las
plantas se consideran excelentes bioindicadores de genotoxicidad, debido a su alta
sensibilidad en la detecciéon de agentes mutagénicos [7]. Dentro de las plantas
empleadas para los bioensayos de genotoxicidad se destaca el uso de Alinm cepa. Este
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test es reconocido como uno de los mejores sistemas de prueba para evaluar dafios
cromosomicos y alteraciones del ciclo mitético debido a su alta sensibilidad, buena
correlacién con otros sistemas de prueba, facil manejo, bajo costo y por tener
cromosomas grandes y en numero reducido (2n = 16) [8]. Los microndicleos pueden
formase durante la divisién celular por la pérdida de fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos que quedan fuera del nucleo durante la mitosis [9], [10]. Esto
puede ocurrir espontineamente o por causa de agentes que rompenl Ccomosomas o
que alteran el huso de division [10], [11]. Radiaciones ionizantes, sustancias quimicas
como plaguicidas, firmacos y otros contaminantes ambientales pueden promover la
formacién de micronucleos. Actualmente en Bolivia se sugiere el empleo del ensayo
de micronucleos en el analisis de genotoxicidad de cuerpos de agua utilizando células
de raices de cebollines [12], pero su aplicacién no es obligatoria por lo que la prueba
no es utilizada en los monitoreos rutinarios de cuerpos de agua superficiales.

El sistema de riego Guadalquivir-Cenavit-Calamuchita proporciona aguas para
riego a 16 comunidades en departamento de Tarija beneficiando a la produccién
agricola que en la zona es mayoritariamente uva de mesa y uva para vinificacién. Las
aguas provienen de la unién del rio Guadalquivir y de la represa del lago San Jacinto.
Existe una gran probabilidad de contaminantes con actividad toxica en estas aguas
debido a que el rio Guadalquivir en sus tramos finales recibe la descarga del efluente
de las Lagunas de Oxidacién de San Luis que como sistema de tratamiento de aguas
residuales ya ha cumplido su vida util y estd en malas condiciones de funcionamiento
por lo que no se puede asegurar la remocién de los contaminantes que llegan en las
aguas residuales de la ciudad de Tarija. Por otro lado, tanto en las aguas de la represa
de San Jacinto como en el rio Camacho, que pasa por la comunidad de Calamuchita,
es factible la presencia de trazas de pesticidas y subproductos de su degradacion
provenientes de la escorrentfa de los terrenos de cultivo aledafios. En este sentido,
este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos genotdxicos y fitotdxicos en
muestras de agua provenientes del Rio Camacho (RC), del Sistema riego
Guadalquivir-Cenavit-Calamuchita (GC) y del canal de riego Calamuchita (CC),
durante la época de lluvias, que coincide con la temporada de vendimia y en época
de estiaje.

2 Metodologia.

21  Area de estudio y sitios de muestreo.

El area de estudio comprendié un area ubicada en la provincia Uriondo del
departamento de Tarija-Bolivia. El primer punto situado en el embalse del sistema
de riego Guadalquivir-Cenavit, el segundo punto en el rio Camacho que pasa por la
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comunidad de Calamuchita y el tercer punto en el canal de Calamuchita que en

tiempos de lluvia capta agua del rio Camacho. Figura 1 y Tabla 1

Tabla 1. Ubicacién de los sitios de muestreo.

Ubicacién
e fombre Latitud Longitud Alttud
m s.n.m.
1 GC -21,68114998 S -64,66262713N  1.809
2 RC -21,704041 S -64,646428 N 1.741
3 CC -21,697404 S -64,628451 N 1.726

Figura 1: Vista en Google Earth de la ubicacion geografica de los sitios
de muestreo.
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2.2 Toma de muestras.

Las muestras se recolectaron manualmente a 20 cm de la supetficie de acuerdo
con las recomendaciones de la Guia para la Evaluacién Genotéxica en Cuerpos de
Agua Utilizando Células de Raices de Cebollines [12], fueron conservadas en frio
hasta su traslado al Laboratorio de Servicios Ambientales de la Universidad Catélica
Boliviana sede Tarija (UCB-Tarija)

Se realizaron mediciones iz sitn de pH, temperatura (T), oxigeno disuelto (O.D.),
conductividad y sélidos disueltos totales (T.D.S.). Las muestras se tomaron a inicios
de marzo durante la temporada de lluvia que coincide con la época de vendimia en
la provincia Uriondo y en el mes de mayo durante la época de estiaje.

2.3  Pruebas con Allium cepa.

Los bulbos de cebolla fueron adquiridos en el mercado local de Tarija. Se
selecciond los cebollines de apariencia saludable, sin hongos ni dafios radiculares.
Luego se limpiaron las capas exteriores cuidando de no dafiar el anillo radicular.

2.4  Evaluaciéon macroscopica

Cada muestra de agua se diluyé con agua del grifo previamente hervida, para
obtener concentraciones de 6,25 %, 12,50 %, 25,00 %, 50,00 % y 100,00 % (sin
diluir). Diez cebollines por triplicado (n=30) por dilucién se colocaron en agua de
grifo previamente hervida y fria en la muestra de agua dentro de vasos de precipitados
por 48 a 72 horas hasta que las raices tuviesen una longitud de 1,5 cm como minimo.
Después de este tiempo se saco el manojo de cebollines de la solucién y se lavo con
agua hervida y dejando luego 48 horas mas en las diluciones respectivas (6,25%,
12,55%, 25%, 50%, 100%). El control negativo se prepar6 solo con agua de grifo.
Luego de ese tiempo se midieron con una regla las longitudes de al menos 20 raices
colectadas al azar de cada uno de los tratamientos. Los resultados se compararon con

los del control.

El porcentaje de inhibicién de las raices de cebolla se calculd con la siguiente
ecuacion [13]:

Longitud del control—longitud de la muestra

%Inhibicion = x 100 [Ec.1]

longitud del control

2.5 Evaluacién microscopica.

Las raices de los cebollines se cortaron y fijaron en metanol/acido acético (3:1)
dentro de botellas de vidtio y se mantuvieron a 4 °C durante 24 h antes de su uso.
Las raices fijadas se hidrolizaron en HCl 1IN a temperatura ambiente durante 5
minutos. Las raices hidrolizadas se lavaron varias veces con agua desionizada. Se
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corto el extremo terminal de tres raices (unos 3 mm) se trituraron en cada
portaobjetos y se tifieron con orceina acética durante 10 a 15 minutos. Se eliminé el
exceso de colorante. Se observaron un total de 1.000 células de 2 portaobjetos por
concentraciéon (con un aumento de 100x). Se reportaron las células que contenfan
uno o mas micronucleos de acuerdo con los criterios explicados por Fenech [11]. Se
considerd que existe riesgo genotdxico si el nimero de micronicleos (MCN)
formados en el agua evaluada es igual o mayor al doble de los micronucleos formadas
en el ensayo de control [12], (figura 2).

El porcentaje de micronucleos (MCN%) se calculé empleando la siguiente
térmula:

__ Numero de células con micronicleos

MCN% = X100 [Ec. 2]

Numero total de células contadas

12,00
10,00
8,00

6,00

II II lII

MN% MN% MN%

GC RC CcC
= (0,00 (control) m6,25 m125 m25 m50 =100

o

N
o
o

Frecuencia de micronucleos

Figura 2: Frecuencia de micronucleos en las células de cebollines
tratadas con diluciones de aguas del Sistema de riego Guadalquivir-
CENAVIT-Calamuchita (GC), del Rio Camacho (RC) y del canal de riego de
Calamuchita (CC).

2.6  Analisis estadistico.

Se calculd la media de la longitud de las raices y los datos cuantitativos se
resumieron como medias * desviaciéon estindar. Los micronucleos fueron
expresados como potcentajes. La normalidad de los datos se evalué con la prueba de
Shapiro-Wilk, la de homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene, y se hizo
el andlisis de varianza ANOVA de una via. En los casos en los que la prueba ANOVA
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resulté significativo se aplicé la prueba de Dunnett, una prueba posz hoc de
comparaciones multiples frente al control (blanco) utilizando SPSS versién 25.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, EE. UU.). Se compararon los efectos de las muestras
de agua y los controles sobre el crecimiento de las raices y la formaciéon de
micronucleos de A. cepa. Las diferencias significativas se establecieron en p=0,05.

3 Resultados.

Los patametros medidos 7 sitn y en el laboratorio para todas las muestras de
aguas tomadas de los tres puntos analizados, en ambas campafias de muestreo, se
encontraban dentro de los valores maximos admisibles de acuerdo con el Reglamento
en Materia de Contaminacién Hidrica (Anexo A). Sin embargo, en la temporada de
estiaje el agua del sistema de riego GC mostraba espuma y olor caracteristico a aguas
residuales, esto es probablemente debido a que en esta época un mayor porcentaje
del caudal lo compone el efluente de las lagunas de oxidacién de San Luis.

3.1 Evaluacién macroscopica.

Los efectos de las muestras de agua sobre el crecimiento de las raices de los
cebollines indican sus niveles de toxicidad utilizando la inhibicién del crecimiento
como biomarcador de efecto. Todas las muestras de agua en época de estiaje
redujeron el crecimiento de las raices de A. cgpa, pero no de manera dosis-
dependiente (Tabla 2). Ninguna de las muestras de agua, en ambos periodos de
muestreo, indujo una inhibicién del 50% del crecimiento de raices respecto del
control negativo, por lo que no fue posible calcular el CI50. En el muestreo en época
de lluvia todas las diluciones de RC promocionaron el crecimiento (hormesis) por
encima de los valores del control. Las diluciones de 12,5%, 50% y 100% produjeron
porcentajes de crecimiento mayor al del control estadisticamente significativas
(p=0,05). Lo contrario ocurrié con las muestras del RC tomadas en la época de estiaje
ya que todas las diluciones mostraron inhibir el crecimiento radicular hasta en un
30% respecto al control, sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente
significativa. La inhibicién del crecimiento de raices por las muestras de agua sin diluir
(100%) de GC y CC durante la época de lluvias fue menor al 5%, aumentando en las
muestras en época seca a 16,10% para GC y 18,58% para CC.
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Tabla 2. Efectos de las muestras de agua y el control en el crecimiento de las raices de Allium cepa.

GC RC CcC

gz;centrauén Long. Raiz +SD g/:(;a. raiz l([:/?)lb Long. Raiz +SD (CO/I:;CI. raiz I(;r:)lb Long. Raiz +SD (Co/:(;m. raiz I(;r:)lb
Epoca de lluvias

0,00 (control) ~ 4,05+1,86 100,00 0,00  4,05+1,86 100,00 0,00 4,05+1,86 100,00 0,00
6,25 3,90+1,10 96,30 3,70  4,25+0,98 104,94 0,00  3,85+0,88 95,06 4,94
12,50 4,05+1,07 100,00 0,00  4,40+1,22 108,64 0,00  3,84+0,99 94,81 519
25,00 3,50+1,22 86,42 13,58  4,20+1,18 103,70 0,00  3,60+0,77 88,89 11,11
50,00 3,50£0,91 86,42 13,68  4,50+£1,03 11,11 0,00 4,30+1,34 106,17 0,00
100,00 3,95+1,14 97,53 247  4,40+113 108,64 0,00  3,85+0,85 95,06 4,94
Epoca de estiaje

0,00 (control)  3,23+0,50 100,00 0,00  3,23+0,50 100,00 0,00  3,23+0,50 100,00 0,00
6,25 2,44+0,58 75,54 2446  2,8+0,72 86,69 13,31 2,5340,60 78,33 21,67
12,50 2,64+0,50 81,73 18,27 3,03+0,80 93,81 6,19  2,73+0,63 84,52 15,48
25,00 2,61%0,55 80,80 19,20  2,2840,53 70,59 2941  2,57+0,62 79,57 20,43
50,00 2,81+0,36 87,00 13,00  2,63+0,48 81,42 18,58  2,66+0,96 82,35 17,65
100,00 2,71+0,41 83,90 16,10  2,24+0,46 69,35 30,65  2,63+0,52 81,42 18,58
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3.2 Evaluaciéon microscépica.

La genotoxicidad de GC, RC y CC en ambas épocas analizadas se determinaron
en funcion de sus impactos en la division celular con la formacién de micronucleos
en A. cepa. La frecuencia de micronucleos MN% (Tabla 3) en la época de lluvia, fue
mayor y significativamente diferente del control (p=0,05) en todas las diluciones
ensayadas excepto 6,25 % en las muestras de las tres zonas analizadas. En el caso de
los tratamientos realizados durante la época seca todas las diluciones de las aguas de
GC y RC excepto la de 6,25% provocaron un aumento significativo de la frecuencia
de micronucleos. Mientras que en el caso de las diluciones del agua del CC la
frecuencia de micronucleos Gnicamente fue significativamente mayor respecto al
control para las diluciones de 25%, 50% y 100%. El riesgo genotoxico se calculd en
funcién al nimero de micronicleos de cada muestra respecto al control, si el nimero
de micronicleos de la muestra era mayor o igual a dos veces el numero de
micronucleos del control se considera que existe riesgo genotoxico.

Tabla 3. Frecuencia de microntcleos (MN) inducidos en las células de A.
cepa por las muestras de agua respecto al control en época de lluvias y de

estiaje.

GC RC CcC GC RC CC
gz;“:e””adé” MNC% MNC% MNC% MN% MN% MN%
Epoca de lluvias Epoca de estiaje

0,00 (control) 1,50 1,50 1,50 1,80 1,80 1,80
6,25 3,50 3,75 2,40 2,20 2,00 2,50
12,5 4,25 4,35 3,85 3,10 3,80 2,90
25 4,60 5,60 4,25 6,00 6,10 4,20
50 7,10 8,85 8,75 7,10 7,40 6,50
100 9,90 10,20 9,60 9,50 8,30 8,50

4 Discusion.

La prueba con Allium cepa es un ensayo sencillo y de bajo costo, la determinacion
de microntcleos es un parametro utilizado para evaluar el potencial mutagénico de
las muestras porque es el resultado de la ausencia o reparaciéon incorrecta de
alteraciones en las células mitéticas. Es considerado por muchos autores como un
punto final efectivo, simple de analizar y eficiente para evaluar la contaminacién
ambiental [6], [8], [9], [11], [14], [15]. A pesar de que los ensayos genotdxicos y
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mutagénicos no identifican los contaminantes presentes en las muestras de agua, son
capaces de diagnosticar los posibles efectos de esos contaminantes, lo que no es
posible utilizando dnicamente el enfoque clasico de monitoreo ambiental.

Respecto a las observaciones macroscépicas podemos decir que los
contaminantes presentes en las aguas analizadas no inhibieron el crecimiento de las
raices de manera significativa y por el contrario en la época de lluvia el agua del rio
Camacho (RC) promovi6 el crecimiento de las raices superando al control, este
fenémeno conocido como hormesis puede presentarse cuando se tienen nutrientes
en las aguas testeadas que puedan enmascarar el efecto de otros contaminantes
téxicos [10].

La observacion microscopica develé un potencial riesgo genotoxico en las
muestras de agua testeadas traducida en el incremento del nimero de microndcleos
encontrados en las células de las raices de cebollines. La genotoxicidad de los puntos
de muestreo fue estadisticamente significativa en los tres sitios estudiados y en ambas
épocas del afio, caracterizando la presencia de genotdxicos en todo el afio. Similares
situaciones han sido reportadas en rios en Brasil que reciben descargas de aguas
residuales. [17]. Como se menciond antes, los cuerpos de agua analizados estan
expuestos a ser contaminados por la escorrentia proveniente de los suelos agricolas,
que arrastran restos de los productos utilizados para abonar, asi como los pesticidas
empleados para el control de las enfermedades en las plantas y el ganado. Se ha
reportado el efecto genotdxico de varios de los pesticidas comunmente empleados
en la agricultura [18] por lo que la presencia de trazas de pesticidas podria ser la causa
de los efectos observados. Por otro lado el aporte de las aguas residuales provenientes
de las lagunas de oxidacién es un factor importante a considerar al momento de
buscar las causas de la genotoxicidad reportada en las muestras de agua del sistema
de riego Guadalquivir-CENAVIT- Calamuchita, pues varios autores han reportado
efectos genotdxicos tanto de muestras de agua residual cruda como tratada [17], [19],

[20]

La comparacion de los resultados de la inhibicion del desarrollo de las raices con
la frecuencia de micronicleos muestra que el analisis de los micronicleos puede
servir para detectar sitios con riesgo genotdxico antes que los efectos sean mas
severos que se vea afectados pardmetros morfolégicos como el largo de las raices y
el porcentaje de inhibicién del crecimiento.

5 Conclusiones.

De acuerdo con los hallazgos de este estudio, se puede afirmar de manera
preliminar que las aguas de los sistemas de riego GC y CC y del RC presentan riesgo
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genotoxico por la frecuencia de microntcleos encontrada en las células de las raices
de cebollines tratadas con muestras de agua de los tres sitios de estudio comparadas
con el control.

Es importante enfatizar que estas tres fuentes de agua para riego no habian sido
previamente analizadas por potenciales genotoxicos por lo que este estudio pretende
ser un diagnostico inicial que muestre la necesidad de incluir este tipo de estudios a
los monitoreos de calidad de agua. Existe la necesidad de estudios adicionales de los
sitios de muestreo para identificar las fuentes de contaminacién con potencial
citotéxico y mutagénico, sin embargo, la prueba de A. ¢gpa es una herramienta util
para establecer sitios prioritarios para realizar mas analisis.
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