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1. RESUMEN DEL PROYECTO

La creciente contaminacion de los rios urbanos, como el rio Pamplonita en Pamplona
(Norte de Santander), es debido a factores como el crecimiento desorganizado, la inadecuada
gestion de residuos sanitarios y los vertimientos de aguas negras, representa un problema ambiental
y de salud publica. Ante este escenario, el presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar
los efectos citotoxicos y genotoxicos del agua del rio Pamplonita en los meristemos radiculares de

Allium cepa.

Para ello, se empled el bioensayo de Allium cepa, una planta que es reconocida por su
sensibilidad a toxicos ambientales e industriales. Los meristemos radiculares de los bulbos fueron
expuestos a muestras de agua T1 (agua de rio) recolectadas en tres zonas distintas del rio durante
72 horas, comparando los resultados con T2: control positivo (etilmetanosulfonato, EMS) y T3:
control negativo (agua destilada). Las evaluaciones bioldgicas constaron de: el indice mitdtico
(IM), el indice de fases (IF), el indice de anomalias cromosomicas (IC) y la longitud de raices.
Estos analisis se complementaron con la determinacion de pardmetros fisicoquimicos (pH,
conductividad, turbiedad, color, s6lidos suspendidos totales - SST, demanda quimica de oxigeno -
DQO y demanda bioquimica de oxigeno - DBOS), comparando sus valores con la normativa

ambiental colombiana vigente.

Los resultados revelaron que, si bien el indice mitético no mostré una reduccioén

significativa en comparacion con el control negativo, si se observaron efectos importantes en el



patron de las fases mitoticas. Especificamente, el tratamiento T2 (control positivo) causd un
evidente bloqueo mitético en profase, alcanzando hasta un 93.88 + 8.47% en la Zona 2 y
evidenciando una diferencia estadisticamente significativa respecto a las demas fases. En contraste,
los tratamientos T1 (agua de rio) y T3 (control negativo) exhibieron proporciones de fases
mitoticas similares entre si, lo que indica que el agua del rio no produjo alteraciones citotoxicas

significativas en la progresion de las fases mitoticas.

Ademas, el agua del rio Pamplonita indujo un efecto genotoxico considerable: el indice de
anomalias cromosémicas (IC) aumento significativamente respecto al control negativo, siendo el
dafio genotoxico de las muestras de rio (T1) comparable al inducido por el control positivo (T2,
EMS). Asimismo, se observd una inhibicion significativa del crecimiento radicular, con una
reduccién de aproximadamente el 43%, lo que indica un notable estrés biologico en las células de
A. cepa. La evaluacion fisicoquimica corrobor6 la presencia de contaminacion, con niveles de
turbidez, color, DQO y DBOS5 que superaron considerablemente los limites permitidos por la
normativa nacional, destacandose la Zona 1 (Terminal) como la mas afectada. Esto se traduce en

un riesgo potencial para la vida acuética y compromete la calidad del agua para sus diversos usos.

Palabras clave: Genotoxicidad, A/lium cepa. Bioensayo, anomalias cromosdmicas, Aneugénicos.



ABSTRACT

The increasing pollution of urban rivers, such as the Pamplonita River in Pamplona (Norte
de Santander), due to factors such as unorganized growth, inadequate sanitary waste management,
and sewage discharges, represents an environmental and public health problem. Given this
scenario, the main objective of this study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of

Pamplonita River water on the root meristems of Allium cepa.

To this end, the Allium cepa bioassay was used, a plant known for its sensitivity to
environmental and industrial toxins. The root meristems of the bulbs were exposed to water
samples T1 (river water) collected from three different areas of the river for 72 hours, comparing
the results with T2, the positive control (ethylmethanesulfonate, EMS), and T3, the negative
control (distilled water). Biological assessments included the mitotic index (MI), phase index (PI),
chromosome abnormality index (CI), and root length. These analyses were complemented by the
determination of physicochemical parameters (pH, conductivity, turbidity, color, total suspended
solids (TSS), chemical oxygen demand (COD), and biochemical oxygen demand (BODS),

comparing their values with current Colombian environmental regulations.

The results revealed that, while the mitotic index did not show a significant reduction
compared to the negative control, significant effects were observed on the mitotic phase pattern.
Specifically, the T2 treatment (positive control) caused an evident mitotic block in prophase,
reaching 93.88 £+ 8.47% in Zone 2 and demonstrating a statistically significant difference compared
to the other phases. In contrast, treatments T1 (river water) and T3 (negative control) exhibited
similar mitotic phase ratios, indicating that the river water did not produce significant cytotoxic

alterations in mitotic phase progression.
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Furthermore, the Pamplonita River water induced a considerable genotoxic effect: the
chromosomal abnormality index (CI) increased significantly compared to the negative control,
with the genotoxic damage in the river samples (T1) comparable to that induced by the positive
control (T2, EMS). Furthermore, a significant inhibition of root growth was observed, with a
reduction of approximately 43%, indicating significant biological stress on A. cepa cells. The
physicochemical evaluation corroborated the presence of contamination, with levels of turbidity,
color, COD, and BODS significantly exceeding the limits permitted by national regulations, with
Zone 1 (Terminal) being the most affected. This translates into a potential risk to aquatic life and

compromises water quality for its various uses.

Key words: Genotoxicity, Allium cepa. Bioassay, chromosomal anomalies, Aneugenics.
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2. INTRODUCCION

Durante toda la historia el agua ha sido de vital importancia para la supervivencia de las
comunidades (Martos-Lopez, A. 2016). La efectividad de construir civilizaciones cerca a este
recurso, y la capacidad de modificarlo para su propio beneficio, sientan las bases de toda sociedad
naturalmente hablando, un ejemplo claro de esto fueron los egipcios con el rio Nilo (Asimov et al
1983). El agua, al proporcionar un sustento alimenticio seguro a través de los cultivos, es
fundamental para el crecimiento exponencial de cualquier sociedad (Gonzalo, 2009). En la
actualidad, los sistemas de riego y el acceso al agua se han vuelto mucho mas sofisticados desde
un punto de vista tecnoldgico, y su abastecimiento es mas grande. Este aumento en el consumo
también ha intensificado el déficit del recurso, que se ve agravado por su desperdicio y
contaminacion. Esto ha llevado a que, a pesar de que cerca del 73% de la poblacion mundial tiene
acceso a solo un 20% del agua disponible (Organizacion Mundial de la Salud, 2023). Gran parte
de este recurso vital se malgasta y se contamina, como consecuencia, hoy en dia enfrentamos una

creciente crisis sanitaria, derivada del consumo del agua cada vez menos segura para la salud

humana (Rivas, 2023).

Colombia es uno de los 10 paises con mayores recursos hidricos, pero a su vez es uno de
los paises con los indices de consumo mas elevados, indices de destruccion del recurso hidrico y
contaminacion intencionada (Sierra-Zamora, P. et al 2022). Generando un interés especifico en el
cuidado y control de la calidad del agua por medio de anélisis establecidos en la legislacion de
recursos hidricos y las politicas del control del agua (Pérez, 2003). El deterioro de la salud en las
personas que consumen directamente el agua contaminada a motivado un notable interés en
identificar cudles son los compuestos nocivos que se encuentran en las aguas de los rios (Rendon

et al., 2010). En paises mas desarrollados, como Japon y Estados Unidos, se han desarrollado



12

diversas técnicas para evaluar con precision los efectos nocivos de compuestos con alto potencial
toxicoldgico, siendo el test de 4. cepa un ejemplo destacado de estas metodologias (Ulloa et al.,
2015). Por otro lado, en paises en vias de desarrollo, este test es especialmente valorado por su
bajo costo y alta eficiencia para evaluar efectos citotdoxicos y genotdxicos causados por
contaminantes, tales como metales pesados como cadmio y mercurio, entre otros (Ilanaconne-

Alvarino, J., 2015).

En Colombia, el sector agricola es uno de los mas importantes, con cerca de 3,5 millones
de personas dedicadas a esta actividad, donde el uso de fertilizantes y pesticidas puede contribuir

a la contaminacion de las fuentes hidricas cercanas (Lallana et al., 2007).

Lo mencionado anteriormente nos muestra la importancia de realizar estos analisis
toxicologicos en cuerpos de agua como rios, lagos y quebradas especialmente aquellos de gran
importancia en los diferentes sectores en Colombia. Estos estudios son fundamentales para
contrarrestar los efectos perjudiciales que la contaminacion del agua puede causar a la poblacion.
Es por esto que, el presente trabajo busca evaluar los efectos citotoxico y genotdxico del agua del
rio Pamplonita utilizando el test de 4. cepa mediante el analisis de las células meristematicas de

esta especie.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
La calidad del agua es influenciada por la actividad humana que introduce gran cantidad
de compuestos, que alteran la condicion normal de los rios. Entre las actividades que contribuyen
al deterioro de la calidad del agua, encontramos la agricultura con el uso de pesticidas, las

ladrilleras y el vertimiento de aguas residuales junto con el arrastre de las aguas lluvias, son los
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principales factores de contaminacién que entran diariamente al rio Pamplonita (Solano et al.,

2022).

Algunas plantas como la cebolla, la remolacha y el arroz son utilizadas debido a su alta
sensibilidad frente a la accion téxica de diversos compuestos cominmente presentes en rios
contaminados. En particular, 4. cepa se destaca como uno de los bioensayos mas sensibles para

detectar quimicos asociados a actividades mineras y agricolas (Iannacone & Alvarifio, 2005).

Este test emplea los meristemos radiculares de 4. cepa para evidenciar los efectos
citotdxicos y genotdxicos del agua o de otros agentes contaminantes. Su aplicacion es reconocida
por ser econdmica, accesible y eficaz, ya que estos tejidos son susceptibles a la accion de diferentes
compuestos quimicos que pueden alterar el crecimiento radicular de diversas maneras (Alexis et

al., 2021).

El rio Pamplonita constituye un eje hidrico esencial para el desarrollo social, econémico y
ambiental de Pamplona y otros municipios que dependen de ¢l como fuente principal de
abastecimiento. Sin embargo, la creciente presion antropica ha generado un deterioro progresivo
en su calidad, evidenciado por la presencia de contaminantes que afectan tanto los ecosistemas

acuaticos como la salud de las comunidades que utilizan sus aguas (Mendoza & Cruzado, 2021).

Evaluar la calidad del agua es fundamental para comprender los efectos del impacto
ambiental generado por la contaminacion. Uno de los métodos mas eficaces para esta evaluacion
es el test de 4. cepa, que permite relacionar los pardmetros fisicoquimicos del agua con los efectos
citotdxicos y genotdxicos observados en las células meristematicas de la planta. A través de este
bioensayo, es posible identificar alteraciones celulares provocadas por la presencia de

contaminantes, lo cual contribuye a dimensionar el alcance del problema y evidenciar los riesgos
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para la salud publica y el ambiente. Esta informacion no solo permitird diagnosticar el estado de
contaminacion del rio Pamplonita, sino también servirda como una herramienta clave para
sensibilizar y movilizar a la comunidad local hacia la proteccion y recuperacion de este recurso

vital.

4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 Antecedentes internacionales

El uso de plantas como bioindicadores es muy comun tanto en paises desarrollados como
en aquellos en vias de desarrollo. Ahora que se reconoce el impacto real de la humanidad sobre la
naturaleza, resulta extremadamente dificil sensibilizar a culturas enteras sobre el uso de
contaminantes y sus efectos en la salud. Por tal motivo, es importante evaluar los efectos toxicos
de la contaminacion en células especializadas que permiten visibilizar de manera clara los riesgos
asociados. A continuacidn, se destacan algunos estudios de diversos paises sobre citotoxicidad y

genotoxicidad, utilizando el bioindicador A4. cepa.

En Brasil, durante el afio 2007, se estimd el potencial citotoxico y genotdxico de muestras
del rio Tapanhon y sus afluentes en Sdo Paulo. Usando un manantial llamado Borba, como control
negativo, donde el rio no mostré aberraciones cromosdmicas ni una reduccion significativa del
indice mitdtico (IM). Sin embargo, los afluentes si presentaron aberraciones como (células con
desgarrado, y anafases con puentes multipolares), en todas las muestras de 4. cepa, lo que concluye
que a lo largo de las cuencas existen sustancias que inducen los efectos citotoxicos y genotdxicos

estimados (Amaral et al., 2006).

Un estudio en Malasia, realizado en 2011, determiné la genotoxicidad de cuatro muestras

de agua del rio Sungai Dua, en Pulau Pinang, con el fin de evaluar el contenido de metales. Se
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evidencio que hubo inhibicion del indice mitdtico, aunque el crecimiento de la raiz fue normal. No
se observaron aberraciones cromosomicas, lo que indica un efecto mito depresor, pero no

genotoxico (Akinboro, A. et al., 2011).

En 2017, se realizaron pruebas para evaluar los efectos bioldgicos y determinar qué
organismos modelo son utiles para la deteccion de compuestos quimicos en aguas superficiales.
Estas pruebas se llevaron a cabo en el rio Sri Lanka, en el sur de Asia, utilizando el test de A. cepa
en conjunto con eritrocitos de peces. Se observo que el agua no tratada provocd una reduccion
significativa en el crecimiento de las raices, asi como una disminucién en la actividad mitdtica y
la aparicion de anomalias cromosOmicas en las células meristematicas de la raiz de la planta.
Ademas, se detecto la formacion de micronucleos, brotes nucleares y dafio genético (Hemachandra

& Pathiratne, 2017).

En 2018, en Brasil, se evalud el potencial citotoxico, genotoxico y mutagénico de muestras
de agua tomadas en la cuenca del rio Alegre, en el estado de Espirito Santo, utilizando la prueba
de A. cepa. Los resultados demostraron que el agua de esta cuenca es citotoxica, ya que se observo
una reduccion en el indice mitdtico. Ademas, se detectd genotoxicidad debido a la induccién de
anomalias cromosdmicas, aunque no se observo mutagenicidad (induccion de microntcleos) en

ninguna de las muestras de agua (Souza, T. et al., 2018).

En lo que respecta a la evaluacion de sustancias nocivas, el test de 4. cepa ha demostrado
ser altamente eficiente. De hecho, en 2021 se realizd un estudio sobre la presencia de
contaminantes en el rio Ica, Peru, utilizando este test. Los resultados mostraron que solo las
muestras pertenecientes a la zona urbana mas contaminada presentaron inhibicion mitdtica y
generaron una banda polimorfica que aparece Uinicamente cuando hay presencia de compuestos

toxicos (Berrocal H, 2021).
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En relacion con lo mencionado, se reafirma la importancia de la evaluacion citotoxica,
genotoxica e incluso mutagénica utilizando el test de 4. cepa, ya que la mayoria de los estudios
relacionados tratan sobre el riesgo para la salud que representan los compuestos nocivos presentes

en las fuentes hidricas, lo que constituye un avance para la proteccion y el cuidado de estos rios.

4.2 Antecedentes nacionales

El test de A. cepa ha demostrado tener un amplio rango de aplicacion a nivel mundial,
convirtiéndose en una herramienta efectiva y viable para el monitoreo y control de la toxicidad
ambiental. Su uso permite evaluar efectos citotoxicos, genotdxicos y ecotdxicos, especialmente en
la calidad del agua, a través del andlisis del crecimiento radicular y del ciclo celular del
bioindicador. No obstante, en Colombia ain es escasa la implementacion de este bioensayo,
posiblemente debido a la limitada difusion cientifica en algunas regiones. Esta situacion resulta
paraddjica, dado que el ensayo destaca por su bajo costo, facilidad de aplicacion y alta
confiabilidad, caracteristicas que lo convierten en una excelente opcion para estudios de evaluacion

ambiental (Leme & Marin, 2009).

En 2016, Beltran y Paz realizaron un estudio en Pasto, Narifio, sobre la degradacion de
residuos hospitalarios a través de aireacion convencional. La toxicidad se evalué mediante el
bioensayo de A. cepa y se concluyd que no habia diferencias significativas en los niveles de

toxicidad después del tratamiento.

En el estudio de Castro (2024), se analiz6 la genotoxicidad del agua destinada al consumo
humano en el municipio de La Loma, Cesar, empleando el test de 4. cepa como modelo biologico.
La investigacion compard los efectos durante las épocas de lluvia y sequia, identificando la

presencia de metales pesados como mercurio y arsénico mediante espectrofotometria. Estos
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elementos provocaron la formacion de micronucleos, alta frecuencia de muerte celular tras 48
horas de exposicion y una marcada inhibicion del crecimiento radicular e indice mitotico en las
primeras 24 horas, confirmando el dafo celular asociado a contaminantes toxicos presentes en el
agua. Este antecedente muestra la validez y relevancia del test de A. cepa, para evaluar la toxicidad

en el agua en contextos locales, incluso en procesos de tratamiento.

4.3 MARCO REFERENCIAL

4.3.1 Métodos para la evaluacion de la calidad del agua

Cuando se trata de evaluar la calidad del agua hay un sinfin de métodos por el cual se puede
cuantificar el estado del agua, una de ellas y la mas recomendada por los especialistas ambientales
es el Biological Monitoring Working Party (BMWP), que se puede describir como el analisis que
se hace a un cuerpo de agua por medio de macroinvertebrados, que taxonémicamente hablando
cada grupo tiene una puntuacion debida a su tolerancia a la contaminacion (Lopez, C et al., 2005).
De manera similar, se realiza una evaluacion de la integridad del agua utilizando diatomeas,
analizando tanto su estructura como su funcionamiento biologico, estas se emplean como
indicadores biologicos, basados en su composicion y tolerancia a los contaminantes emergentes
(CE), con un rango que abarca desde condiciones pristinas hasta muy contaminadas. Este método
proporciona informacion mas precisa que el andlisis con macroinvertebrados, ya que las diatomeas

son indicadoras de polucién a muy corto plazo (Licursi & Goémez, 2003).

El indice de calidad del agua (ICA) es una metodologia que evaltia multiples parametros
fisico-quimicos y bioldgicos. Funciona asignando un valor ponderado a cada uno, lo cual permite

al IDEAM clasificar la calidad del agua en diferentes rangos. La (Tabla 1) detalla estas
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clasificaciones, donde, por ejemplo, un valor cercano a 100 indica calidad "Excelente", mientras

que uno inferior a 25 se considera "Muy Mala".

Tabla 1.

Categorizacion propuesta por el IDEAM y adoptada por Corponor tomada de IDEAM, 2024,
hitps://www.ideam.gov.co/informes-calidad-agua.

Categorias de valores Calificacion de la calidad del Senal de
que puede tomar el agua alerta

indicador
0.00- 025 Muy mala
0.26- 0.50 Mala
0.51-0.70 Reguiar Amarilio
0.71= 0590 Aceptable
0.91= 1,00 Buena

De igual forma el ICOMO (indice de contaminacién organica) y el IPMP (Indice de
polucion por metales pesados, funcionan casi igual que el ICA, pero esta vez cambiando el
coeficiente de ponderacion segun el nivel de toxicidad y el impacto ambiental que tienen estos

metales en la salud humana (Pirbazari et al., 1992).

En el monitoreo de la calidad del agua, existen diversas metodologias que permiten obtener
una vision detallada de las condiciones ambientales de los cuerpos hidricos. Una de ellas es el
denominado "método holandés", el cual utiliza anélisis fisicoquimicos estandar como la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO), la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), pH, temperatura y la
presencia de metales pesados, clasificando la calidad de las aguas superficiales de manera
numérica y mediante una codificacion por colores, para esto se tiene una sumatoria de puntos, a
medida que asciende el valor, la contaminacion es mayor, este puntaje se le da al analizar los
resultados y compararlos con los permitidos por la norma que rige el pais (Figura 1), lo que permite
una evaluacién tanto temporal como espacial (Robledo et al., 2014). No obstante, en el presente

estudio no se implementd dicho método en su totalidad. En su lugar, se adopté un enfoque
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ecotoxicologico basado en el test de 4. cepa, complementado tinicamente con algunos pardmetros
fisicoquimicos como DQO, DBO, solidos suspendidos y pH. A diferencia del indice de Calidad
del Agua (ICA), ampliamente utilizado en Colombia, este enfoque prioriza la evaluacion directa
de efectos citotoxicos y genotoxicos en organismos modelo, prescindiendo del uso de

bioindicadores clasicos o sistemas de clasificacion complejos como el método holandés.

Figura 1.
Clasificacion numeérica con variables segun codigos de colores tomada de (Robledo et al., 2014):

http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=586262040003.

Sumatoria de

Clase puntos Cddigo de color Interpretacidn de calidad
1 3 Azul 5in contaminacion
2 4-6 Verde Contaminacion incipiente
3 7-9 Amarillo Contaminacion moderada
1 10-12 Anaranjado Contaminacion severa
5 13-15 Kojo Contaminacion muy severa

Sin embargo, aunque los andlisis fisicoquimicos son esenciales para obtener resultados
cuantitativos precisos, el uso de bioindicadores, como el test de A. cepa o plantas como Vicia faba
y Lemna minor, ofrece una perspectiva complementaria, los bioindicadores permiten observar el
impacto bioldgico de los contaminantes, especialmente en términos de toxicidad a corto plazo,
proporcionando informacion valiosa sobre como los agentes contaminantes afectan directamente
a los organismos vivos (Espino & Pulido, 2000). De este modo, la combinacion de ambos
enfoques, fisicoquimicos y bioldgicos, es clave para lograr una evaluacion mas integral de la
calidad del agua, garantizando la toma de decisiones mas acertadas para la conservacion de los

recursos hidricos.
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4.4.2 Test de Allium cepa como bioindicador

La relevancia del bioensayo con Allium cepa radica en su eficacia como modelo in vivo
ampliamente validado, utilizado para evaluar el impacto de compuestos o soluciones especificas
sobre el crecimiento radicular y la integridad del ADN vegetal (Sardi et al., 2016). Este ensayo
permite detectar sustancias genotdxicas utilizando bulbos de cebolla comun, facilitando asi el
establecimiento de criterios toxicoldgicos, citotoxicos y genotdxicos. Estos se basan en la
inhibicién del crecimiento radicular, el indice mitotico (IM), y la presencia de aberraciones

cromosomicas observables en las células meristematicas.

Dichas alteraciones sirven como evidencia de la presencia de contaminantes quimicos en
el entorno analizado. En el presente estudio, se aplico especificamente para evaluar la toxicidad
del agua superficial de un afluente destinado al consumo humano (Pathiratne et al., 2015). La
prevencion de impactos negativos en la biodiversidad de los ecosistemas receptores es crucial en

la gestion de efluentes, siendo prioritario reducir o eliminar su biotoxicidad.

A nivel global, el uso del test de A. cepa como bioindicador es ampliamente reconocido
para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad del agua, ya sea de consumo humano, aguas

municipales, superficiales, subterraneas o efluentes cloacales (Bosio, S. et al., 2012).

El uso del test de A. cepa como bioindicador es reconocido para la evaluacion de la
citotoxicidad y genotoxicidad en distintos tipos de agua, como las de consumo humano, aguas
residuales municipales, superficiales, subterraneas o industriales (Bosio et al., 2012). El ensayo
permite evaluar indirectamente la toxicidad mediante la comparacion de la elongacion de raices
entre bulbos expuestos y controles. La cuantificacion se realiza a través del porcentaje de

inhibicion del crecimiento (%IC) de raices (Castillo, 2004).



21

Gracias a su eficacia, este sistema también ha sido implementado para evaluar el potencial
citotoxico de diversas muestras, que van desde infusiones de plantas medicinales hasta el analisis
del impacto toxico de suelos como en herbicidas o residuos organicos. Ademas, se ha utilizado
para investigar el efecto de los compuestos quimicos presentes en aguas residuales, desechos
industriales y contaminantes atmosféricos, brindando una herramienta clave para la identificacion
de riesgos a la salud humana y la preservacion de los ecosistemas. Su versatilidad permite su
aplicacion en la evaluacion de agentes quimicos con posible impacto ambiental o toxicidad para
los seres vivos (Mejia & Dayana, 2024). Este sistema también detecta el potencial mutagénico de
compuestos quimicos, como aquellos presentes en aguas residuales, suelos contaminados,
herbicidas, infusiones vegetales o contaminantes atmosféricos. Las mutaciones pueden originarse
por la accion de sustancias quimicas, factores ambientales, radiacion o la inestabilidad de los
acidos nucleicos. Tales agentes pueden inhibir el ciclo celular, inducir alteraciones cromosémicas
numéricas y estructurales o provocar intercambios entre cromdtidas hermanas (Bagatini et al.,

2007).

El bioensayo con A. cepa ha demostrado ser eficaz en la identificacion de anomalias genéticas,
tales como micronucleos, nucleos lobulados, células polinucleadas, cromosomas adheridos,
cromosomas helicoidales y células con doble ntcleo (Freyre et al., 2009; Cavadia et al., 2019;
Pesnya & Bolotov, 2022; Malakahmad et al., 2018). Estas manifestaciones, ilustradas en las
(Figura 2), (Figura 3) y (Figura 4), reflejan dafios genéticos como (células con doble nucleo,
rompimiento de cromosomas, fragmentos dobles, entre otros) atribuibles a agentes clastogénicos

y aneugénicos.
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Figura 2.

Alteraciones cromosomicas del ciclo celular de Allium cepa.

Figura 2. Alteraciones celulares observadas. A-célula con nicleo doble, B-Telofase con puente, C-
Microntcleos, D-Metafase con cromosomas desorientados, E-, anafase con alteracion en el eje, F-
Anafase irregular, G- anafase con rotura cromosomica- metafase con alteracion numérica. Tomado

de Cavadia, T., et al. (2019).

Figura 3.

Desprendimiento de cromosomas.

Figura 3. Tipos de anomalias separacion de cromosomas A- Fragmento unico, B- Fragmento doble.

Tomado de Pesnya & Bolotov. (2022).
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Figura 4.

Células con doble nucleo.
A B

Figura 4. Células binucleadas - A, -B Anafase con retraso y puente tomada de Malakahmad, A et

al. (2018).

Las aberraciones aneugénicas, caracterizadas por un numero anémalo de cromosomas,
afectan directamente la mitosis, usualmente los farmacos sintéticos, pesticidas y contaminantes
emergentes pueden inducir errores en la segregaciéon cromosomica, provocando aneuploidia
(Gonzales & Chico, 2021). Por ejemplo, los cromosomas adhesivos, se han vinculado con la
exposicion al farmaco Meloxicam al 1% (Gonzales & Chico, 2021), mientras que las
malformaciones del huso mitdtico pueden generar aberraciones helicoidales (figura 5) (Muioz-
Solarte & Guerrero-Peipinosa, 2013). El uso de biomarcadores cobra especial importancia para
diagnosticar y monitorear estos efectos a nivel celular, ya que permiten una evaluacion eficiente,
rapida y complementaria a los andlisis fisicoquimicos convencionales (Andrioli, 2011; Almeida et

al., 2021).
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Figura §

Cromosomas adhesivos.

Figura 5. Células altamente condensadas, que se compactan y evitan la separacion de los

cromosomas.

Los efectos toxicos en los organismos vivos pueden evaluarse no solo a través de
biomarcadores moleculares, sino también mediante alteraciones morfologicas. Un mecanismo
clave de dafo celular asociado a la presencia de contaminantes es el estrés oxidativo, el cual se
induce por especies reactivas de oxigeno (Mena-Ulecia et al., 2010). Este tipo de alteraciones son
relevantes en la ecotoxicologia, donde la genotoxicidad ambiental ha sido ampliamente
documentada en estudios con especies vegetales. Por ejemplo, una revisiéon de Valencia et al.
(2013) que compilé mas de 140 estudios sobre 160 contaminantes, demostrd la induccion de
efectos genotoxicos en mas de 20 especies vegetales. Esta vasta evidencia respalda el uso del

bioensayo de Allium cepa como un modelo fiable y sensible en la ecotoxicologia vegetal.

En este contexto, se ha sefialado una escasez de investigaciones centradas en la

citotoxicidad vegetal, a pesar de que la deteccion de daiios en el ADN es fundamental para
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identificar posibles efectos adversos en los organismos expuestos. Esta capacidad convierte al test
de Allium cepa en una herramienta eficaz para la vigilancia ambiental, dado su potencial para
detectar efectos genotdxicos tempranos causados por contaminantes en distintos ecosistemas

(Mateus et al., 2019).

El indice mitdtico (IM) es una herramienta crucial para evaluar la citotoxicidad, ya que
refleja el porcentaje de células en division. Un (IM) inferior al del control negativo indica
inhibicion del crecimiento, siendo subletal si disminuye mas del 50 % y letal si cae al 22 % o
menos (Antosiewicz, 1990, citado en Valencia et al., 2013). Por otro lado, un IM elevado puede

sugerir una proliferacion celular anémala con (Hoshina, 2002, citado en Valencia et al., 2013).

Las anomalias mitoticas observadas en células expuestas al agua con residuos de
insecticidas utilizados en cultivos agricolas incluyen profase dispersa, cromosomas adheridos,
desplazamiento de la placa ecuatorial y metafase pegajosa, pertenecientes principalmente al grupo
de aberraciones aneugénicas (Lansal et al., 2010). De estas, las C-metafases son especialmente
frecuentes, resultado de la alteracion o inhibicidon del huso mitotico, lo que impide la correcta
separacion de los centromeros. Esto puede derivar en C-anafases, que causan aneuploidia o
poliploidia por errores en la distribucion de los cromosomas durante la division celular (Shahin &

El-Amoodi, 1991).

4.4.3 Marco legal y normativo sobre la calidad del agua en Colombia

En Colombia, existe un marco normativo disefiado para establecer las caracteristicas
fisicas, quimicas minimas que debe cumplir el agua para consumo humano, ademas de definir las
responsabilidades de las empresas de acueducto en el monitoreo de las fuentes de agua y redes de

distribucion para proteger la salud publica. El Decreto 2811 de 1974, que dicta el Coédigo Nacional
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de Recursos Naturales Renovables y Proteccion Ambiental, establece en su titulo VI, capitulo I,
que el Estado es responsable de garantizar la calidad del agua para el consumo humano y otros
usos necesarios. Por su parte, el Decreto 1843 de 1991 regula parcialmente aspectos de la Ley 09
de 1979 sobre el uso y manejo de plaguicidas. También, el Decreto 475 de 1998 establece normas
técnicas para la calidad del agua potable, mientras que el Decreto 1575 de 2007 define un sistema
de control y proteccion de la calidad del agua, con el proposito de monitorear y mitigar los riesgos
para la salud humana derivados de su consumo (tomado de Ministerio de ambiente y desarrollo

sostenible citado en (Gelves Suarez, 2020).

La Corporacion Auténoma Regional de la Frontera Nororiental (Corponor) es la entidad
responsable, segun lo estipulado por la ley, de gestionar el medio ambiente y los recursos naturales
renovables, asegurando su desarrollo sostenible dentro de su jurisdiccion y en concordancia con la
normativa vigente. Para la toma de decisiones, Corponor se apoya en el Decreto Unico
Reglamentario del Sector Ambiente y Desarrollo Sostenible, que consolida toda la normativa
emitida por el Gobierno Nacional. En el contexto de este trabajo, cabe destacar los siguientes

aspectos relevantes de dicha normativa, (Tabla 2).

Tabla 2

Decreto unico 1076 del 2015 y sus modificaciones tomadas de (Ministerio de ambiente y desarrollo

sostenible citada en Corso Flores, 2022) Doi: http://hdl.handle.net/11634/42709.

Normativa Aborda Aplica
Uso del agua y residuos Articulo 9-18. Usos del agua
Decreto 3930 liquidos y se dictan otras Articulo 19. Criterios de calidad para la

disposiciones asignacion de usos del recurso
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Resolucion 0631
de 2015

Cddigos Nacional
de Recursos
Naturales
Codigos Nacional
de Recursos
Naturales

Parametros fisicoquimicos
y sus valores maximos
permisibles

Preservacion y utilizacion
racional de los recursos
naturales renovables
Preservacion y utilizacion
racional de los recursos
naturales renovables

Articulo 43. Evaluacion ambiental del
vertimiento

Articulo 58. Seguimiento de los permisos
de vertimiento, saneamiento y manejo
Articulo 8. De las aguas residuales
domésticas y de las aguas residuales de los
prestadores de servicio publico de
alcantarillado a cuerpos de aguas
superficiales

Articulo 137. Los cuerpos de agua seran

objeto de proteccion y control

Articulo 143. Previo analisis de las fuentes
receptoras de aguas negras

Estos aspectos normativos son fundamentales, ya que permiten establecer los criterios

técnicos y legales con los cuales se puede comparar la calidad del agua del rio Pamplonita. La

Resolucion 0631 de 2015, por ejemplo, proporciona los valores maximos permisibles para

parametros fisicoquimicos, lo que permite determinar si las muestras analizadas exceden los

limites legales y representan un riesgo para los ecosistemas o la salud humana. Asimismo, el

Decreto 3930 establece lineamientos para el uso del recurso hidrico y el manejo de vertimientos,

informacion esencial para comprender el impacto de las actividades humanas sobre esta fuente

hidrica. La articulacion con el marco legal también respalda el uso del bioensayo con 4. cepa como

una herramienta complementaria de vigilancia ambiental, en concordancia con el principio de

precaucion y proteccion del recurso hidrico estipulado en la normativa nacional.

4.5 Importancia del monitoreo eco toxicoldgico en rios

El monitoreo eco toxicoldgico en rios constituye una estrategia integral de evaluacion

ambiental que permite comprender los efectos adversos de diferentes contaminantes sobre los

organismos vivos, y también anticipar impactos en los ecosistemas y en la salud humana. Esta
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metodologia no solo observa la calidad fisicoquimica del agua, sino que también examina los
efectos toxicos a nivel celular y molecular en especies indicadoras, evaluando como los
contaminantes afectan procesos como la division celular, la expresion genética, la integridad de
membranas celulares y el desarrollo de organismos. Los datos obtenidos a través de estas
evaluaciones ofrecen una vision profunda de la "salud" del ecosistema acuatico, aportando
informacion sobre las cargas contaminantes y su impacto bioacumulativo en los organismos

(Aldemar-Villegas, 2021).

Dado que los rios son sistemas abiertos y dinamicos, el monitoreo ecotoxicoldgico es
crucial para analizar la acumulacion y dispersion de contaminantes que derivan de multiples
fuentes, tales como la agricultura, la industria y el vertimiento de aguas residuales. Este tipo de
monitoreo permite identificar la toxicidad cronica y aguda de ciertos compuestos, evaluar efectos
genotdxicos y citotoxicos, y descubrir patrones de toxicidad que puedan no ser evidentes solo con
pruebas quimicas. Ademas, el monitoreo ecotoxicoldgico permite la observacion a lo largo del
tiempo, posibilitando el analisis de tendencias que muestran como un contaminante afecta a las
comunidades biologicas del rio y si las medidas de remediacion o las politicas de manejo han sido

efectivas (Centanni, M et al 2024).

La seleccion de biomarcadores, como los indices mitoticos y las alteraciones cromosdmicas
en especies vegetales o animales, y de bioindicadores especificos del ecosistema fluvial, permite
identificar no solo la presencia de contaminantes, sino también su toxicidad potencial (Ent, R.,
2000). Por ejemplo, cambios en el indice mitdtico de plantas como A. cepa pueden indicar la
toxicidad en el agua de un rio, revelando la presencia de sustancias que alteran la division celular.

Estos datos resultan vitales para las autoridades ambientales y las politicas publicas, pues generan
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evidencia cuantitativa y cualitativa para regular emisiones, establecer limites permisibles de

contaminantes y definir estrategias de mitigacion (Arias, T. et al., 2016).

En este contexto, el monitoreo de la calidad del agua cobra atin mayor relevancia como
herramienta para la gestion sostenible de los recursos hidricos, especialmente frente a las crecientes
presiones ambientales y la aparicion de contaminantes emergentes. Este proceso no solo permite
evaluar parametros fisicoquimicos, sino también incorporar métodos bioldgicos que ofrecen un
diagndstico mas integral de los cuerpos de agua. Entre estos métodos, el uso de bioensayos como
el test de Allium cepa se destaca por su eficacia en ecotoxicologia, al detectar efectos citotdoxicos
y genotdxicos mediante la observacion de alteraciones celulares asociadas a contaminantes
quimicos (Cirelli, 2012). Asimismo, la inclusidon de técnicas bioldgicas como el analisis de ADN
ambiental (¢éDNA) ha revolucionado el monitoreo al permitir la deteccién temprana de organismos
indicadores de contaminacion y microorganismos patdogenos, mejorando la vigilancia de la
biodiversidad acuatica. Esta aproximacion integrada, que combina herramientas biolégicas con
parametros tradicionales como el pH, DBO, DQO y metales pesados, sienta las bases para métodos

mas sensibles y eficaces, adaptados a los desafios actuales.

Ademas de los métodos biologicos como el test de Allium cepa, hay avances tecnologicos
que ofrece herramientas complementarias para fortalecer el monitoreo ambiental. Entre ellas se
destaca el uso de sensores remotos, teledeteccion satelital y drones, que facilitan la vigilancia de
cuerpos de agua en zonas de dificil acceso. Estas tecnologias permiten detectar cambios visibles,
como la turbidez o floraciones algales, y generar mapas geoespaciales que apoyan la toma de
decisiones ambientales (Saenz, 2014). Si bien no sustituyen las evaluaciones citotoxicas o
genotoxicas, si pueden integrarse en estrategias de monitoreo mas amplias, donde se combinen

analisis fisicoquimicos, pruebas bioindicadores y vigilancia remota.
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4.6 Relacion entre parametros fisicoquimicos y la salud de los ecosistemas

Los parametros fisicoquimicos ofrecen una vision integral de la calidad del agua, siendo
fundamentales para evaluar el impacto de diversos contaminantes sobre la salud de los
ecosistemas. Su monitoreo y control son cruciales para la gestion ambiental, ya que su equilibrio
es indispensable para mantener la funcionalidad y biodiversidad de los ecosistemas acuaticos.
Ademas, los estudios de correlacion entre estos pardmetros e indicadores bioldgicos facilitan la
identificacion de puntos criticos de contaminacion y la implementacion de medidas de
conservacion, contribuyendo asi a la preservacion de los ecosistemas y la proteccion de los
recursos hidricos (Ayala & Vera, 2020). Entre los parametros fisicoquimicos clave se incluyen el
pH, la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), la demanda quimica de oxigeno (DQO), la
temperatura, la turbidez, la concentracion de nutrientes (como nitrogeno y fosforo), y la presencia
de metales pesados, entre otros contaminantes. Cada uno de estos factores afecta, en distintos
niveles, los procesos bioldgicos y bioquimicos de los organismos acuaticos y la calidad general del
habitat (Garcia-Huaman et al., 2011). En este contexto, la seleccion de los parametros relacionados
con la presencia de materia organica, como la DBO y la DQO, es de particular relevancia, dado su
papel destacado en la evaluacion de la calidad del agua, un criterio propuesto por Jacob y Okokon
(2021). Estudios previos, como los realizados por Salam et al. (2019) y Martins et al. (2020), han
abordado extensivamente el andlisis fisicoquimico de muestras de agua, reforzando la importancia

de estos parametros para comprender el grado de contaminacion y su impacto ambiental.

Este proceso de seleccion suele depender del criterio de expertos y de factores como la
disponibilidad de informacion, los objetivos de monitoreo, y la localizacion del cuerpo de agua.
Las variables a medir se establecen con base en clasificaciones previas; por ejemplo, (Walski, 1974

citado por Samboni et al., 2007) recomienda incluir pardmetros como oxigeno disuelto (OD),
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temperatura, coliformes, pH, s6lidos suspendidos (SS), turbidez, nitratos y fosfatos. Estas variables
permiten evaluar caracteristicas esenciales del agua como su impacto en la vida acuatica, efectos
en la salud humana y propiedades organolépticas. Para la evaluacion efectiva de la calidad del
agua, la seleccion de parametros fisicoquimicos adecuados es fundamental. Un enfoque considera
que los parametros se deben definir por el uso de la fuente hidrica por ejemplo (consumo humano,
recreacion o riego) (Dunnette,1979 citado por Samboni et al., 2007; Tabla 3). Complementando,
la metodologia Delphi sugiere conformar un panel de expertos que seleccionen las variables mas
relevantes en funcion de su recurrencia y pertinencia en el contexto local. En conjunto, estos
enfoques permiten una evaluacion detallada y especifica, lo que fortalece significativamente las
estrategias de proteccion y control de los recursos hidricos en el contexto del monitoreo

ecotoxicologico (Dinius, 1987 citado por Samboni et al., 2007).

Tabla 3

Variables fisicoquimicas de acuerdo al uso de la fuente del agua propuestas por (Dunnette, 1979

tomada de Samboni et al., 2007),; http://ref.scielo.org/2467xx.

Categorias Variables que las representan
Nivel de oxigeno OD, DBO, DQO
Eutrofizacion NO2 -N. NO3 -N, Ortofosfatos
Aspectos de salud Coliformes totales y fecales
Caracteristicas fisicas Temperatura, Transparencia, Solidos totales

El pH es una de las mediciones clave en el andlisis quimico del agua debido a su papel
esencial en varias etapas de su tratamiento. Procesos como la neutralizacion acido-base, el
ablandamiento, la precipitacion, la coagulacion, la desinfeccion y el control de la corrosion

dependen de valores adecuados de pH para ser eficaces. En su estado natural, el agua suele tener
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un pH entre 4 y 9; sin embargo, es comin que mantenga una ligera alcalinidad, atribuible a la
presencia de compuestos como los bicarbonatos y carbonatos, que contribuyen a amortiguar la
acidez ambiental (Rincon, 2017). Los valores de todos los parametros fisicoquimicos, tanto los
previamente mencionados, son fundamentales para comprender el estado y la calidad del agua, ya
que cada uno aporta informacion clave sobre los posibles impactos ambientales y la viabilidad de

su uso para diferentes fines.

4.6.1 Contaminacion de cuerpos hidricos

El agua liquida es vital no solo para mantener la vida en la Tierra, sino también para el
funcionamiento adecuado de los sistemas biologicos. Actia como un medio de transporte
fundamental para las moléculas dentro y fuera de las células, facilitando procesos esenciales como
la absorcion de nutrientes y la eliminacion de desechos. Sin embargo, cuando el agua esta
contaminada por agentes toxicos, estos procesos se ven comprometidos, lo que puede tener graves

consecuencias para la salud humana y la biodiversidad (Martinez, A., 2019).

El acelerado desarrollo urbano que ha tenido Pamplona, Norte de Santander, ha estado
influenciado en gran parte por el crecimiento de su poblacion estudiantil, gracias a la presencia de
la Universidad de Pamplona. Este crecimiento conlleva un aumento en las actividades humanas
que, de forma general, generan una presion significativa sobre el entorno natural, incluyendo el
cuerpo de agua que atraviesa la ciudad, el rio Pamplonita. Entre las principales problematicas
ambientales se encuentra la descarga de vertimientos de origen antropogénico, los cuales pueden
tener efectos adversos sobre la salud humana y el ambiente (Nunes et al., 2011). Si bien los andlisis
fisicoquimicos permiten establecer algunos parametros de calidad, estos resultan limitados para
una caracterizacion integral de los contaminantes presentes. En este escenario, se hace necesario

emplear métodos complementarios mas sensibles y rapidos, como los bioensayos. Es importante
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resaltar que, segun un estudio realizado por Vera (2022), el agua cruda del rio Pamplonita no
cumple con los estandares establecidos en la Resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social de Colombia, la cual prohibe la presencia de metales pesados en el agua

destinada para consumo humano.

La cuenca hidrografica del rio Pamplonita abarca un amplio territorio que incluye varios
municipios del departamento de Norte de Santander, cuyos habitantes hacen uso del recurso hidrico
de diversas maneras. Ademads, se ha identificado la presencia de metales pesados, como el cromo
en su forma toxica (Cr®"), el cual puede ser absorbido por la flora, la fauna e incluso por los seres
humanos, representando un riesgo para la salud. En particular, este compuesto puede penetrar por

via cutdnea y ser causante de afecciones como dermatitis severa (Quintero, G. et al., 2018).

La metodologia méas apropiada para analizar un ecosistema es el biomonitoreo, ya que, si
bien las mediciones fisicoquimicas de la calidad del agua permiten identificar posibles fuentes de
contaminacion, estas no proporcionan una evaluacion completa de los efectos bioldgicos
provocados por dicha contaminacion (Martins et al., 2020). En cuanto al anélisis de la calidad del
agua, diversos estudios han buscado identificar la presencia de agentes toxicos en cuerpos hidricos,
siguiendo los lineamientos establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Estos
trabajos comparan los pardmetros recolectados como los fisicoquimicos, microbioldgicos y
organolépticos con los valores establecidos por la normativa internacional, permitiendo evaluar el
grado de afectacion y el riesgo potencial para los ecosistemas y la salud humana (Quintero, G. et

al., 2018)

Ademés de los analisis fisicoquimicos y normativos, es fundamental considerar pardmetros
biologicos y microbioldgicos para obtener una evaluacion mas integral del estado del recurso

hidrico. Al analizar caracteristicas quimicas, bioldgicas y microbiologicas, es posible identificar el
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tipo y origen de la contaminacion presente en el rio. Por ejemplo, la medicion de coliformes totales
y fecales permite calcular el Indice de Calidad del Agua (ICA), revelando la presencia de
vertimientos de aguas residuales y su impacto en la salud publica y el equilibrio del ecosistema

(Durén, L. E., 2016).

Por otro lado, el rio Pamplonita ha sido objeto de diversos estudios sobre la calidad del
agua, los cuales han identificado como principales fuentes hidricas al cuerpo de agua Monte
Adentro y al rio Zulia. Estos afluentes han sido clasificados en categoria IV segln el grupo de
trabajo para el monitoreo biologico (indice BMWP), lo que indica un alto nivel de contaminacion.
Esta misma clasificacion se ha reportado en el sector del Batallon, lo que evidencia un deterioro
significativo en varios tramos del rio (Herrera, M. J., 2005). Ante este panorama, se hace necesario
complementar estos diagndsticos con evaluaciones toxicologicas que permitan esclarecer si el agua

disponible cumple con los estandares de calidad.
4.6.2 Metales Pesados

Los metales desempefian funciones bioldgicas esenciales como micronutrientes, entre los
cuales se encuentran el hierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso (Mn). No obstante, algunos de ellos
también actllan como contaminantes peligrosos al clasificarse como metales pesados, tales como
el mercurio (Hg), plata (Ag), cromo (Cr), cadmio (Cd), entre otros. La toxicidad de estos metales
radica en su incapacidad para ser biodegradados, ya sea por medios quimicos o biologicos. A
diferencia de los contaminantes organicos, permanecen en forma idnica u organica. Estos metales
se acumulan en los organismos vivos durante largos periodos y también se depositan en los
diferentes compartimentos de los cuerpos de agua, tanto en los sedimentos suspendidos como en
los componentes abidticos y bidticos. Incluso pueden persistir en el agua superficial (Campos, C.,

1990).
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La contaminacion por metales pesados en fuentes hidricas es un grave problema global, la
presencia de elementos como cadmio, mercurio y plomo causa serios riesgos para la salud y el
ambiente (Tequia, K. 2017). El cadmio, por ejemplo, a pesar de su baja presencia natural, es un
agente importante en la contaminacion ambiental debido a su prolongada vida media y alta
capacidad de acumulacion, siendo liberado por quema de combustibles fosiles y uso de pesticidas
fosfatados (Ramirez, P et al., 2019). Con la expansion industrial, su produccién y uso han
aumentado rapidamente, convirtiéndose en un problema ambiental significativo, empledndose en
la fabricacion de baterias, plasticos, y en la elaboracion de plaguicidas y fertilizantes (Marcano, L
etal., 1999). La presencia de metales pesados en el agua tiene graves consecuencias para las plantas
y la salud humana, estos metales pueden provocar problemas como la clorosis en las plantas y una
serie de efectos adversos en los seres humanos, incluyendo problemas respiratorios, dafio en

organos vitales y diversos trastornos neurologicos, hasta incluso la muerte (Pabon, S et al., 2020).

También, los lixiviados sin tratar, mas conocidos como “SCB”, originados por los residuos
solidos urbanos (RSU) y de construccion y demolicion (RCD), representan una preocupacion
ambiental significativa debido a su potencial contaminante (Rodriguez, P. et al., 2023). Estos
residuos llegan directamente al rio Pamplonita, intensificando los niveles de toxicidad en sus
aguas. Los lixiviados contienen una amplia gama de sustancias quimicas, incluidos metales
pesados como plomo (Pb), cromo (Cr), niquel (Ni), bario (Ba), estroncio (Sr) y titanio (Ti), asi
como compuestos organicos como polietilenglicol, nicotina y varios hidrocarburos aromaticos,
tanto monoaromaticos como policiclicos (Chandra, S. et al., 2005). La presencia de estas sustancias
en el afluente no solo agrava la degradacion ambiental del ecosistema acuatico, sino que también
plantea un riesgo potencial para la salud publica local, al contaminar un recurso hidrico clave para

la region.
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4.6.3 Acumulacion de metales pesados en ecosistemas acuaticos

La acumulacién por metales pesados tiene distintos origenes, desde los desechos humanos,
la alta actividad agricola o la mineria, son los principales factores que contribuyen a la
contaminacion hidrica (Matorell, J., 2010). Todas las zonas ya sean zonas costeras, un
confinamiento geografico o nacimientos de aguas que dan origenes a quebradas y posteriormente
rios, reciben aportes fluviales que por escorrentia arrastran todo a su paso, siendo propensas a ser
influenciadas por las actividades antropogénicas (Marquez, M. et al., 2001). Estos contaminantes
tienen cabida a generar o alterar todo un ecosistema, estos residuos peligrosos son incapaces de
degradarse, acumuldndose de diferentes formas, una de ellas es bien estudiada, es la acumulacion
de metales pesados en organismos que van desde macro invertebrados o seres de mayor tamafio

como los peces (Mancera, R. & Alvares, L., 2006).

Otra forma en la que se acumulan estas sustancias es por medio de la vegetacion, lo cual
puede tener tanto efectos negativos como positivos en el ecosistema. Las plantas, al absorber estos
agentes toxicos, actian como filtros naturales. Sin embargo, cuando las concentraciones de
contaminantes son elevadas, pueden provocar fitotoxicidad, afectando el crecimiento y la salud de
las plantas, en algunos casos, estas mismas plantas pueden ser clave en procesos de
fitorremediacion, ayudando a reducir los niveles de contaminacion en el suelo y agua. Estos
organismos vivos forman parte de una amplia red trofica, donde su interaccion con otros seres,
como peces o descomponedores, puede afectar la dindmica del ecosistema, ya sea redistribuyendo

los contaminantes o mitigando sus efectos. (Bhat, SA, et al., 2022).

Al mismo tiempo, algunos anfibios, peces y moluscos llegan a bioacumular arsénico (As)
y otros metales pesados en diferentes concentraciones, lo que varia segin la especie y el tipo de

tejido que posean. En el caso de los anfibios, su piel permeable y himeda facilita la absorcion de
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estos contaminantes del ambiente, lo que los hace especialmente vulnerables a la bioacumulacion
(Yang, F. et al., 2013). Esta caracteristica, aunque les permite intercambiar gases y agua con el
medio, los expone a mayores riesgos de toxicidad, afectando sus funciones fisioldgicas y, en
muchos casos, su supervivencia (Principe, C. et al 2014). Ademas, los seres humanos pueden entrar
en contacto con estos contaminantes a través de diversas vias, como la inhalacién, la ingestion o

la absorcion dérmica (Pinto, 2021).

La agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades de los Estados Unidos
catalog6 al arsénico, tanto en su forma inorganica como organica, como altamente cancerigeno.
Meofio et al. (2015) senalaron que el arsénico es uno de los metales pesados con mayor impacto
en la salud publica, ya que su ingesta o exposicion prolongada puede causar lesiones en la piel,
trastornos neurologicos, diabetes mellitus y varios tipos de cancer, como el pulmonar, de vejiga o

de piel.
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5. OBJETIVOS DEL PROYECTO

5.1 GENERAL

e Evaluar los efectos citotoxicos y genotoxicos del agua superficial del rio
Pamplonita en los meristemos radiculares de Allium cepa en tres diferentes

transectos de Pamplona — Norte de Santander

5.2 ESPECIFICOS

e Analizar los efectos citotoxicos del agua del rio Pamplonita a través del indice

mitotico de los meristemos de Allium cepa

e Determinar la presencia de alteraciones cromosomicas en las células meristematicas

de Allium cepa

e Evaluar la conformidad de los pardmetros fisicoquimicos del agua del rio
Pamplonita con los limites establecidos por la normativa ambiental colombiana

vigente.
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6. METODOLOGIA

6.1. Area de estudio

Se establecieron tres transectos a lo largo del rio Pamplonita (Figura 6), seleccionando
sectores con distintos niveles de intervencion antropogénica para representar diferentes perfiles del
cuerpo de agua lotico. El primer sitio o estacion de medicion se encuentra ubicado en las
coordenadas (N 07°22°31,2” W 072°38'34,7), cerca al terminal de transportes que recibe flujo
vehicular, el segundo punto estd situado 500 metros cerca a la base militar con vegetacion
principalmente conifera, y la tercera a una distancia de 1 km del primer punto, cerca de la bocatoma
el Cariongo (N 07°21°11,2” W 072°39°38,4”) ubicada en un afluente clave que contribuye al rio
Pamplonita, pero no forma parte del curso principal del rio y estd ubicado a las afueras del casco

urbano, todas aproximadamente a un promedio de 3458 msnm.
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Figura 6.

Mapa de la ubicacion de las zonas de muestreo del rio Pamplonita en la ciudad Pamplona —

Norte de Santander.
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6.2. Muestreos

Se hizo un muestreo integrado donde se recogieron muestras de agua superficial en 1
emvase plastico de 5 L por sector, previamente esterilizados, que fueron llevados al laboratorio del
semillero de Biologia Molecular y Genética (BIOMOGEN). Los bioensayos con A. cepa, se
realizaron segun lo descrito por (Pathiratne, A et al., 2015) en condiciones de laboratorio en una

zona sombreada.
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6.3. Bioensayos de Allium cepa

Se seleccionaron cebollas (A//ium cepa) de una tienda local del municipio de Pamplona,
Norte de Santander, buscando uniformidad en forma, tamafio y peso, con un peso que oscilo entre
150 gy 220 g. Previo al experimento, los bulbos fueron cuidadosamente preparados removiendo

sus catafilas secas y cualquier capa protectora dafiada para exponer la zona meristematica basal.

Para cada una de las tres zonas de muestreo se dispusieron 15 bulbos de 4. cepa, los cuales
fueron expuestos a tres diferentes condiciones experimentales Tratamiento 1 con agua recolectada
del rio, tratamiento 2 con un control positivo, y el tratamiento 3 control negativo, en total de N=45
bulbos en total. Cada bulbo fue colocado en un recipiente plastico de 16 onzas, equipado con cuatro
limpiadientes insertados para proporcionar soporte y estabilidad. A cada recipiente se le agregaron

250 mL de la solucién correspondiente al tratamiento mencionado.

Los bulbos permanecieron expuestos durante 72 horas, tiempo suficiente para permitir el
crecimiento radicular de aproximadamente 2 a 3 cm. Transcurrido este periodo, se les midi6 la
longitud de las raices. Posteriormente, se cortaron aproximadamente 3 mm de las puntas de las

raices para su procesamiento citogenético.

Las zonas de muestreo estan representadas por la letra “Z” seguida de un numero que
indica el punto de recoleccion de la muestra, Z1 (Terminal), Z2 (batallon), Z3 (bocatoma). Los
tratamientos previamente descritos, se identifican por la letra “T” y un nimero que indica el orden
de exposicion, ya sea al agua del rio o a los controles (positivo o negativo), T1 (agua de rio), T2

(control positivo con EMS), T3 (control negativo con agua destilada) (Tabla 4).
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Por zona se colocaron 5 recipientes expuestas al agua del rio, otros 5 con agua destilada
(Control negativo) y 5 con una solucion de etilmetasulfonato (EMS) como mutigeno (Control

positivo), (Figura7).

Tabla 4.
Tratamientos.
Tiempo Zona Tratamiento Cantidad (Placas)
T1 5 bulbos/agua de rio
Z1 (Terminal) T2 5 bulbos/EMS+ .
T3 5 bulbos/agua destilada
T1 5 bulbos/Agua derio
72 horas de 72 (Batallon) T2 5 EuiEOS;EMS; lad
exposicion de los T3 > bulbos/agua destilada
tratamientos -
T1 5 bulbos/agua de rio
73 (Bocatoma) T2 5 bulbos/EMS+ ‘
T3 5 bulbos/agua destilada

EMS control +/ agua destilada control

Controles

Tabla 4. Cada tratamiento cont6 con cinco repeticiones, de las cuales se seleccionaron
aleatoriamente tres para el andlisis citogenético. De cada una de estas repeticiones se prepararon
cinco laminillas, para un total de 15 placas por tratamiento. En conjunto, se analizaron 135 placas

correspondientes a los tres tratamientos aplicados en las tres zonas de muestreo.

Figura 7.

Montaje del diserio experimental Bioensayos de Allium cepa.
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Figura 7. Montaje experimental con 5 repeticiones por tratamiento correspondiente a las zonas de
muestreo A: Z1(Terminal) y B: Z2 (batallén), T1 (agua de rio), T2 (control positivo), T3 (control

negativo), dispuestas en sus respectivas filas.

6.4. Tincion de células meristematicas de Allium cepa

Las puntas de todas las raices de A. cepa se fijaron en acido acético al 3% por una noche,
y se transfirieron a alcohol al 70% hasta ser analizadas, después se hidrolizaron las puntas en un
eppendorf con HCl al 1 Normal (N) durante 6 minutos en bano maria a 56°C, se lavo de 2 a 3 veces
con agua destilada para retirar la solucion hidrolizante y se seca con papel de cocina absorbente,

para luego tefiir con una solucion de aceto-orceina.

Cada punta fue colocada en un portaobjetos agregando una gota de colorante aceto-orceina
al 2%. Se coloco un cubreobjetos oprimiendo con firmeza para aplanar las células, se rotularon y
posteriormente se observaron a 100x objetivo en Microscopio marca Primo Star Zeiss. Se realizo
un conteo de 1500 células utilizando el programa Image J para calcular el indice mitdtico (Leme,

citado por Pathiratne, A 2015, P3).
6.5. Indice mitético e indice de fase

Para determinar el Indice Mitotico (IM), se realizd un conteo de 1500 células por cada
tratamiento utilizando el microscopio Primo Star Zeiss (campo de 100x) y el software Image J.
Simultaneamente, para el Indice de Fase, durante este mismo conteo, se registro el nimero de

células en cada etapa de la mitosis (profase, metafase, anafase, telofase) y en interfase. Ambos
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indices se calcularon utilizando las ecuaciones presentadas en la (Figura 8) y la (Figura 9),

siguiendo la metodologia de Cumpa-Yupton & Zavala-De La Cruz (2018).

Figura 8.

Indice Mitético (IM) ecuacion.

M Mimero de células en division

- - x 100%;
Numero de células totales

Figura 9.
Indice de Fase (IF) ecuacion.

Numero de células por fase mitatica
x 100%;

Niimero de células en division
6.6. Indice de anomalias cromosomicas

Para calcular este indice, se analizaran 1500 células por los tratamientos T1 (agua de rio),
T2 (control positivo EMS) y T3 (control negativo agua destilada), con el objetivo de identificar los
diversos tipos de anomalias cromosomicas y determinar qué tratamiento presenta una mayor

incidencia. Para llevar a cabo esta evaluacion, se utilizara la ecuacion siguiente. (Figura 11)

Figura 10.
Indice de Anomalias Cromosémicas (IC) Ecuacion.

Numero de células andmalas

IC = 100
Numero total de células * "
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6.7. Analisis fisicoquimicos del agua del rio Pamplonita

En este estudio, dichos pardmetros fueron analizados y se resumen en la (Tabla 5). Estos
andlisis fisicoquimicos fueron realizados por el Laboratorio de Control de Calidad de la
Universidad de Pamplona, cada parametro fue determinado utilizando técnicas instrumentales y
metodologias estaindar comunmente aceptadas en el andlisis de aguas. El pH se midi6 mediante
potenciometro digital, la conductividad eléctrica con conductimetro portatil, la turbiedad mediante
turbidimetro, el color por método colorimétrico, los solidos suspendidos por filtracion y secado, la
DQO mediante oxidacién quimica con dicromato y lectura espectrofotométrica, y la DBOS por

incubacién en condiciones controladas durante cinco dias.

Tabla 5.

Pardametros fisicoquimicos.

Parametros fisicoquimicos

Quimicos Fisicos
pH Soélidos suspendidos (SST)
Demanda quimica de oxigeno
(DQO) Temperatura del Agua
Demanda biologica de Color
oxigeno (DBOs)
Conductividad Eléctrica Turbiedad

6.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en R Studio. Para determinar la significancia estadistica de
los datos citotoxicos y genotoxicos, se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, ya que

los datos no cumplian con el supuesto de normalidad (evaluado mediante la prueba de Shapiro-



46

Wilk, p<0.05). Se realiz6 un analisis post hoc de Holm para identificar las comparaciones
especificas y las diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos, controlando las tazas
de error por comparaciones multiples. Para analizar la proporcion de fases mitoticas, se empled un
ANOVA seguido de comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey. Las diferencias

significativas en la longitud de las raices se evaluaron mediante la prueba t de Student.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Efectos citotoxicos del agua del rio pamplonita sobre el indice de fases y el indice mitético

de A. cepa.

Los meristemos apicales de 4. cepa son ideales para el estudio de procesos celulares debido
a sus células en mitosis. Cuando estas células son expuestas a sustancias toxicas, como aquellas
que afectan la mitosis y dafian el material genético, se altera su crecimiento y division celular, lo
que resulta en danos tanto a nivel celular como cromosomico. A continuacion, se presentan los
resultados obtenidos tras la exposicion de los bulbos de 4. cepa durante tres dias a aguas
provenientes de las diferentes zonas Z1 (Terminal), Z2 (Batalléon) y Z3 (Bocatoma), del rio

Pamplonita (Figura 11).

Figura 11.

Efecto citotoxico del agua del rio Pamplonita sobre el indice de fases de A. cepa.
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La Figura 11. Proporcion celular promedio en profase (violeta), Metafase (azul), anafase (verde) y
telofase (amarillo) para cada zona de muestreo, Z1 (terminal), Z2 (batallon) y Z3(bocatoma), y los
tratamientos que corresponden a T1 (agua del rio), T2 (control positivo con mutageno) y T3
(control negativo con agua destilada), las letras mintisculas sobre cada fase indican los resultados
de las pruebas post hoc de comparacion multiple: fases mitdticas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas, mientras que aquellas sin letras en comun si

difieren significativamente.

Los resultados evidenciaron efectos significativos en la distribucion de las fases mitotica
(p <0.0001), indicando que hay diferencias estadisticas importantes en la distribucion celular entre
las fases y tratamientos. Los valores promedio + desviacion estandar (DE) de la proporcion celular
en cada fase, por zona y tratamiento, se presentan en la siguiente (Tabla 6). En general, la profase
fue la fase con la mayor proporcion celular en todos los tratamientos y zonas, con un valor maximo
en el tratamiento T2, que alcanz6 hasta un 93.88 + 8.47 en la zona 2. Este aumento en la profase
estuvo acompafiado de una marcada reduccion de las demas fases, (metafase, anafase y telofase),

(192

que no son estadisticamente significativos entre si porque comparten la letra “a” pero si son
estadisticamente significativas de la profase “g”. En algunos casos, como en la Zona 1 (Terminal)

con el T2 (control positivo), no se observaron células en anafase, lo que sugiere un claro bloqueo

en la progresion mitotica.

El analisis post hoc mediante la prueba de comparaciones multiples de Tukey confirm¢ el
efecto inhibitorio del mutageno (EMS) en las fases de la mitosis por parte del T2 (control positivo)
en las tres zonas. Este tratamiento evidencid que hay diferencias significativas en la proporcion de
células en profase respecto a las otras fases mitoticas, y se evidencid porque a la profase se le

[P

asigno una unica letra “g” en el analisis post hoc, lo que indica un claro bloqueo mitético.
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En contraste, los tratamientos T1 (agua de rio) y T3 (control -) presentaron proporciones
de fases mitoticos similares entre si, lo cual fue confirmado por el analisis post hoc al compartir
letras comunes entre sus fases. La similitud en las letras asignadas a sus fases nos indica que no
hubo diferencias estadisticamente significativas en la dindmica mitotica entre T1 (agua de rio) y
T3 (control negativo), por lo tanto, bajo las condiciones experimentales evaluadas, la exposicion
del agua del rio Pamplonita no produjo alteraciones citotoxicas significativas en la progresion de

las fases mitdticas, similar al comportamiento fisioldgico normal de A. cepa.

Ademas, en la zona 2 se observd una leve disminucidon en la proporcion de células en
anafase y metafase para los tratamientos T1 y T3 en comparacion con las otras dos zonas, aunque
estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas, lo que se sugiere es que dichas
variaciones pueden deberse a factores aleatorios o a un posible efecto leve no captado en este

estudio.

Tabla 6.

Efectos citologicos del rio pamplonita sobre los indices de fase de las células meristematicas de

Allium cepa.
Tratamiento Indice de Indice de Indice de anafase lindice de
profase (IP%) metafase (IM%) (IA%) Telofase (IT%)
Z1T1 67.52+10.02 13.51 £3.13 7.44 +4.24 11.21 £6.83
Z1T2 91.98 +7.51 5.88 £6.24 0.00+0.00 2.52+2.35
Z1T3 63.05 +6.85 12.92 +1.05 12.37 +£3.53 932+6.23
Z2T1 62.88 +27.00 1222+ 11.44 13.37+9.72 11.53 +£6.90

72712 93.88 + 8.47 3.03+5.22 1.57+142 1.52+2.63
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Z2T3 49.53 £9.52 26.97 £3.98 13.19+£2.76 10.91 £3.36
Z3T1 51.97 +£3.56 26.79 £1.32 13.03 +£1.28 9.50+2.92
7372 82.32+£5.05 8.42+10.71 8.60 £8.18 0.00 +0.00
Z3T3 47.10 £3.57 21.56 £0.55 18.76 +£2.38 12.58 £3.54

Los datos de la tabla 6 se presentan como valores medios + la Desviacion estandar (DE) de la
media analizados mediante ANOVA seguido de comparaciones multiples (Tukey) con

significancia p<0,05.

En la (figura 12) se puede observar las distintas imagenes de las fases mitoticas (Interfase,
profase, metafase, anafase y telofase), en las muestras correspondientes al grupo control (-), se
evidencid una alta proliferacion celular, lo que sugiere que, en condiciones normales, la division
mitotica ocurre de manera activa y continua. Estas imdgenes confirman que, en ausencia de agentes
citotoxicos, el ciclo celular progresa sin interferencias significativas, permitiendo un desarrollo
mitotico claramente definido. En la (figura 13) se observan células meristematicas en la etapa de
profase y metafase de cada zona. Durante la profase, los centromeros se mueven a los extremos de
la célula y forman el huso mit6tico, mientras los cromosomas se condensan y la membrana nuclear
desaparece. En la metafase los cromosomas se alinean en el centro de la célula, formando la placa
metafésica, mientras los microtibulos del huso mitdtico se conectan a sus centromeros (Gehringer,
2010). En la (figura 14) Se pueden observar células meristematicas en etapa de Anafase y Telofase.
Durante estas fases de la mitosis suceden algunos acontecimientos. En primer lugar, en el anafase
los cromosomas duplicados se separan en sus cromatidas hermanas, las cuales son arrastradas hacia

polos opuestos de la célula por los microtiibulos del huso mitético. En segundo lugar, en la telofase
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las cromatidas llegan a los polos, se forman nuevas membranas nucleares alrededor de cada grupo

y los cromosomas comienzan a des condensarse (Gehringer, 2010).

Figura 12.

Fases mitoticas de las muestras del control de los meristemos de A. cepa

A B C D E

d \4 l"t v <
Figura 12. Las fases de la mitosis se indican con una flecha, interfase (A) profase (B), metafase

(D), anafase (C) y telofase (E). A 100x de aumento del objetivo.

Figura 13.

Células meristematicas en Profase y Metafase de los meristemos de A. cepa.

A
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La figura 13. A) muestra c€lulas en las etapas de profase y B) metafase de cada una de las zonas

experimentales.

Figura 14.

Células meristematicas de A. cepa en Anafase y Telofase.

Figura 14. Células en dos etapas mitoticos: (A) anafase y (B) telofase, observadas en muestras de

las tres zonas experimentales.
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Figura 15.

Efecto citotoxico del agua del rio Pamplonita sobre el indice mitotico en el meristemo de A cepa.
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En la siguiente Figura 15. Valores promedio + desviacion estandar del indice mitdtico, para los
tratamientos T1 (agua del rio), T2 (control positivo con EMS) y T3 (control negativo) en sus tres

zonas escogidas, la significancia estadistica esta establecida por las letras “a” y “b”.

En cuanto al indice mitotico (IM), se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.000194). Las diferencias principales se registraron entre el tratamiento T2
(control positivo) y T1 (agua del rio, p<0.0018), asi como entre T2 y T3 (control negativo,
p<0.0012). No obstante, no se encontraron diferencias significativas en el indice mitdtico entre T1
y T3 (p<0.2500), lo que sugiere que el agua del rio no afect6 significativamente este parametro.
Pese a que en la Zona 2 se registro un IM superior en T3 en contraste con T1, estas variaciones no

fueron estadisticamente significativas, lo cual refuerza la conclusion de que, en términos generales,
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el agua del rio no causé una disminucion significativa en el indice mitotico en comparacién con el

control negativo.

Los valores promedio de IM% (Tabla 7) variaron entre los tratamientos y zonas de
muestreo, mostrando patrones consistentes con la naturaleza de cada tratamiento. Los tratamientos
control positivo (T2), expuestos a etilmetanosulfonato (EMS), mostraron los valores mas bajos de
indice mitdtico en todas las zonas evaluadas, con promedios de 1.31 = 0.95 en Z1-T2, 2.58 + 0.44
en Z2-T2 y 0.98 £ 0.31 en Z3-T2, reflejando el efecto inhibidor caracteristico del EMS sobre la
divisién celular. En cambio, los tratamientos con agua del rio (T1) y el control negativo con agua
destilada (T3) presentaron mayores niveles de actividad mitotica, siendo particularmente elevados

en Z2-T3 con 20.84 + 9.95, Z3-T3 con 11.11 +3.80 y Z3-T1 con 11.04 + 5.58.

De igual modo, al examinar los resultados por zona, se observan particularidades
importantes. En las zonas 1 y 3, los valores de IM% de los tratamientos con agua del rio Z1
(Terminal) y T1(agua de rio) con 6.04 + 3.39; Z3 (bocatoma) y T1 ( agua de rio) con 11.04 + 5.58,
fueron similares a los observados en los respectivos controles negativos Z1-T3 con 7.66 + 1.41;
7Z3-T3 con 11.11 £ 3.80, Sin embargo, en la zona 2, el valor de IM% para el control negativo Z2-
T3 con valor de 20.84 + 9.95 fue considerablemente mas alto que el registrado en el tratamiento
con agua del rio Z2-T1 con 10.31 £+ 5.96, lo que sugiere una posible diferencia bioldégicamente
relevante que no alcanzo6 significancia estadistica pero que debe ser destacada como posible indicio

de variacion localizada en la calidad del agua del rio.

Estos resultados, concuerdan con lo expuesto por Barberio et al. (2009), quienes sefialan
que, en ciertas circunstancias, la presencia de agentes citotdxicos o genotoxicos no siempre se

resulta en una reduccion significativa del indice mitdtico, esto debido a posibles mecanismos
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adaptativos celulares o a alteraciones en la dindmica del ciclo celular, como lo pueden ser, bloqueos

en fases tempranas.
7.2 Genotoxicidad en células meristematicas de A. cepa mediada por agua del rio Pamplonita

Tabla 7.

Efectos citotoxicos y genotoxicos del agua del rio Pamplonita sobre las células meristematicas de

A. cepa

Tratamiento IM% IC%

71T1 6.04 +3.39 0.40 £ 0.43
7172 1.31 +£0.95 0.13+£0.12
71713 7.66 +1.41 0.09 +£0.03
72T1 10.31+5.96 1.22+1.21
7272 2.58 £ 0.44 1.91+242
7273 20.84 £9.95 0.00 = 0.00
73T1 11.04 +5.58 1.18+1.11
73T2 0.98 £ 0.31 0.93 +£0.87
73713 11.11+3.80 0.05+0.04

Los datos de la tabla 7 se presentan como valores medios + desviacion estandar (DE) del Indice
mitotico (IM%) y el indice de anomalias cromosomicas (IC%) analizados mediante ANOVA no
paramétricos de Kruskal-Wallis seguida de un analisis post hoc de Holm. con significancia p<0,05,
Z1 pertenece a la zona (terminal), Z2(batallon), Z3(bocatoma), con los respectivos tratamientos

T1 (agua de rio), T2(control positivo EMS), T3(control negativo agua destilada).
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Figura 16.

Efecto genotoxico del agua del rio Pamplonita sobre el indice de anomalias cromosomicas de A

cepa.
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En la Figura 16. Comparacion del indice de anomalias cromosomicas (IC), en células
meristematicas de A. cepa expuestas a los tres tratamientos (T1: con agua del rio Pamplonita, T2:
control positivo con EMS, T3: control negativo con agua destilada), en tres zonas de muestreo,

(Z1,72 y 73), las letras “a” y “b” denotan la significancia entre grupos cuando son diferentes.

El dafio genotdxico inducido por el agua del rio pamplonita fue evaluado mediante el indice
de anomalias cromosomicas (IC%), que considera la frecuencia de las alteraciones morfologicas
que se observan en las células meristematicas de A. cepa expuestas a los diferentes tratamientos.
El anélisis evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p <0.01).

Dentro de las anomalias identificadas se encontraron células binucleadas, puentes cromosémicos,
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micronucleos, cromosomas altamente condensados, irregularidades nucleares e indicios de lisis

celular, entre otras alteraciones mas. (Figura 17), las cuales son biomarcadores de genotoxicidad.

Esta prueba arrojo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos p <
0.0091, y el anélisis nos muestra que existen diferencias estadisticamente significativas entre T3
(control -) representado con la letra “b” y T1 (agua de rio) con un p<0.043 con “a”, y entre T3 y
T2 (control + EMS) con un P<0.011. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas
entre T1 “a” y T2 “a” p < 0.825, teniendo la misma denominacidn significativa. lo cual sugiere que

la exposicion al agua del rio Pamplonita produjo un efecto genotéxico comparable al efecto del

agente mutageno EMS.

También se observdo que el T3 presento valores minimos o nulos de anomalias
cromosdmicas en todas las zonas, por ejemplo, Z2-T3 obtuvo 0.00 £+ 0.00, Z1-T3 obtuvo 0.09 +
0.03,yel Z3-T3 0.05 = 0.04, mientras que los tratamientos T1 y T2 mostraron mayores alteraciones
como Z2-T2 con 1.91 £2.42 y Z3-T1 con 1.18 £ 1.11 reforzando la evidencia de un posible efecto
genotoxico asociado a la calidad del agua del rio Pamplonita. El factor zona no mostrd un patron
diferenciador claro, ya que los porcentajes obtenidos fueron similares en las tres zonas evaluadas.
Estos resultados son consistentes con lo reportado por Scotto et al. (2020), quienes mencionan que
la composicion quimica de cuerpos hidricos contaminados puede alterar significativamente la
dindmica del ciclo celular y generar dafio estructural al material genético de especies

bioindicadores como A4 cepa.
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Figura 17.

Anomalias cromosomicas encontradas en los meristemos de A. cepa.

Figura 17. A) Anafase tardia con perdida cromosdémica; Al) Metafase con pérdida de
cromosomica; A2 y A3) Anafase con ruptura cromosdmica; Zona 2 representado por la letra “B”)
MN tamafio pequefio; B1 al B2) MN de tamafio grande; La zona 3 en este caso “B3”) célula
binucleada de metafase. B4) Metafase con ruptura cromosdmica; C y C1) metafase con adherencia

cromosdmica, C2) Ruptura celular en profase.
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Figura 18.

Efecto genotoxico en la longitud de raices de A. cepa.
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Figura 18. Raices de A/lium cepa expuestas al tratamiento con agua del rio Pamplonita (T1) y al
control negativo con agua destilada (T3). Los datos se representan como el valor promedio y
desviacion estandar (DE), las letras “a” y “b” denotan la significancia entre grupos cuando son

diferentes.

El tratamiento T2 con (EMS) fue excluido del andlisis debido a la inhibicion total del
crecimiento radicular que fue no mayor de 0,3 cm. Se evalu6 la longitud promedio de las raices de
A. cepa bajo dos condiciones experimentales ya antes mencionadas, los promedios observados
fueron de 1.72 + 0.06 para T1 y de 3.02 £ 2.1 para el T3, evidenciando una reduccion

aproximadamente del 43% en la longitud radicular bajo el tratamiento con agua del rio (T1), con
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un p <0.0001, lo cual indica que existe una diferencia estadisticamente significativa en la longitud

de raices entre los tratamientos T1 “a”y T3 “b”.

Segtn el analisis estadistico se evidencia la reduccion del crecimiento radicular observada
en T1 un efecto real y significativo. Teniendo en cuenta los resultados, esta diferencia sugiere que
el agua de rio contiene sustancias o condiciones adversas que afectan el desarrollo normal de los
tejidos meristematicos de 4 cepa. La inhibicion del crecimiento radicular puede interpretarse como
una manifestacion del estrés fisicoquimico, posiblemente causado por contaminantes presentes
como pueden ser presencia de metales pesados, o desechos industriales en el agua. Por lo cual este
hallazgo concuerda con lo reportado por Andrioli (2011), quien encontré una inhibicion
significativa del crecimiento de A. cepa expuesta a compuestos quimicos toxicos, reforzando la

utilidad de este parametro como un indicador sensible de toxicidad ambiental.

7.3. Parametros fisicoquimicos y calidad el agua del rio Pamplonita.

Tabla 8.

Parametros fisicoquimicos del agua del rio Pamplonita en tres zonas de muestreo en Pamplona,

analizados en el laboratorio de control de calidad de la Universidad de Pamplona — Norte de

Santander.
Norma
Parametro Unidades Z3 bocatoma 22 21 Naciona
Rio Pamplonita  Batallon Terminal !
pH Unidades de pH 7.2 7.01 7.6 5.0a9.0
dcond“C““da uS/em 74.6 72.8 185.6 1000
Unidades
Turbiedad Nefelométricas de 16.6 7.37 277 2

turbiedad (NTU)
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Unidades
Color colorimétricas 102 43 442 15
(PCU)
SST mg/1 17 9 60 1000
DQO mg/1 32 55 117 25
DBO5 mg/1 20.1 34.6 73.7 5

Tabla 7. Z3 (Bocatoma), Z2 (Batallon) y Z1 (Terminal), comparados con la norma nacional
permitida para cuerpos de agua. Tomado de (Torres, 2021; Saguino et al., 2019; Resolucion 0631

del 2015).

Los resultados obtenidos para los pardmetros fisicoquimicos analizados en los tres puntos
del rio Pamplonita, nos muestra las diferencias altamente marcadas en casi todos los pardmetros
de la calidad del agua segun la zona de muestreo exceptuando el valor de pH, que en cada una de
las tres zonas se mantuvo dentro del rango permitido (5.0 a 9.0) para agua del rio segin la
Resolucion 0631 de 2015, lo que indica condiciones neutras sin ninguna implicacion inmediata
sobre la acidez o alcalinidad del recurso. En cuanto a la conductividad, los valores oscilaron entre
Z3 (74.6 puS/cm), Z2 (72.8 pS/ecm) y Z1 (185.6 uS/cm) muy por debajo del limite méximo
permitido de 1000 puS/cm, lo que sugiere una baja presencia de sales disueltas en cada zona. Sin
embargo, la Zona 1 (terminal) presentd una conductividad de 185,6uS/cm, mas del doble que las
otras dos zonas, Z2 (batallon) y Z3(bocatoma), lo que nos indica una mayor carga idnica,

probablemente esto se vea asociado a descargas residuales o urbanas.

La turbiedad fue uno de los parametros mas criticos. La Z1 registro un valor de 277 NTU,
que sobrepasa ampliamente el limite permitido para el agua potable que es de 2 NTU, y evidencia
una elevada presencia de s6lidos en suspension. Aunque la Z2 (7,37 NTU) y Z3 (16,6 NTU) tienen

niveles bajos, igualmente exceden el limite normativo, lo que puede repercutir con la penetracion
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de la luz al cuerpo de agua y afectar los procesos fotosintéticos de todo organismo acudatico. El
color también mostré cifras elevadas, el valor mas alto fue de la Zona 1 (terminal) con 442 UPC,
seguido de la Z3 102 UPC y el Z2 con 43 UPC, cuando el valor limite permitido para el agua
potable es de 15 UPC. Estos niveles elevados se podrian relacionar con la presencia de compuestos
organicos en descomposicion (aguas negras) o vertimientos industriales que, segiin Rodriguez, L.Y
(2019), demostré que los desechos sanitarios son arrojados directamente al rio Pamplonita por falta
de una planta de tratamiento de agua residuales, lo que altera fuertemente en la calidad visual y

quimica del recurso hidrico.

Los so6lidos suspendidos totales (SST), todos los puntos de muestreos se mantuvieron
dentro de los limites <1000 mg/L, donde nuevamente la Zona 1 reporto el valor mas alto de 60
mg/L, donde probablemente haya una mayor carga de particulas en suspensién en comparacion
con las otras zonas. E1 DQO y el DBOS todas las zonas se excedieron segun los limites establecidos
de DQO <25mg/L y DBOS5 <5 mg/L, particularmente la Zona 1, la DQO alcanzo 117mg/L y la
DBOS fue de 73.7 mg/L, confirmando la presencia de un nivel alto de materia orgdnica y una

significativa carga contaminante biodegradable.
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8. CONCLUSIONES

El indice mitotico (IM) de 4. cepa no evidencidé una reduccion estadisticamente
significativa en la mayoria de las zonas en comparacion con el control negativo p < 0.250 lo que

indica una ausencia de citotoxicidad de las fases mitdticas similares al control.

El agua del rio pamplonita T1 exhibi6 una clara genotoxicidad, que fue manifestada por el
aumento significativo en la frecuencia de anomalias cromosomicas, tales como micronucleos,
células binucleadas, puentes cromosémicos, cromosomas condensados e indicios de lisis celular,
este efecto fue comparable con lo inducido por el mutageno del T2 control positivo con EMS, ya
que no hubo diferencias significativas entre ellas p <0.825, pero si con el control negativo T3 p

<0.043.

Adicionalmente, el agua del rio Pamplonita (T1) caus6 una inhibicion significativa del
crecimiento radicular en A. cepa, al comparar T1 (1.72 + 0.06) con el control negativo T3 (3.02 +
2.1), se observé una reduccion del 43% en la longitud de las raices. Esta diferencia significativa (p
<0.0001). Aunque la longitud de las raices también se evalud por zonas de muestreo, estas no
arrojaron diferencias significativas, indicando un efecto inhibidor uniforme y sostenido en el rio,
lo cual sugiere la presencia de componentes toxicos en el agua independiente del punto de

muestreo.

Estos hallazgos bioldgicos, fueron corroborados por los parametros fisicoquimicos del
agua. La turbiedad, el color, DQO y DBOS5 excedieron considerablemente los limites normativos,
especialmente en la Zona 1 (Terminal), Esta elevada carga contaminante es un fuerte indicio de los
agentes responsables de los efectos genotoxicos y la inhibicién del crecimiento observados,

sugiriendo un riesgo ecoldgico y para la salud humana.
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9. RECOMENDACIONES

Las futuras investigaciones deberian ir mas alld del laboratorio. Para entender bien los
efectos toxicos en A. cepa bajo las condiciones reales del rio Pamplonita, es clave disefiar
bioensayos que incluyan variables como el caudal, la temperatura y las interacciones con otros
contaminantes. También es importante anadir mas pardmetros fisicoquimicos y buscar
contaminantes emergentes (como farmacos, pesticidas o metales pesados), cuantificando sus

concentraciones.

Ademads, estos estudios deberian ser de mayor duracion para evaluar los efectos
acumulativos y cronicos del agua. Asi, se podran identificar puntos criticos y encontrar los
umbrales donde las alteraciones cito-genéticas se manifiesten con mas claridad. Por otro lado,
aunque se evaluaron 3 diferentes zonas del rio, se sugiere un muestreo mas segmentado y

especifico, especialmente en areas con alta carga contaminante.

La inclusion de subzonas especificas cercanas a fuentes puntuales de contaminacion
(industriales, agricolas o urbanas) permitiria establecer relaciones més directas entre origen del

vertimiento y efectos bioldgicos.
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