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Resumen

Muchos tipos de ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad
empleando microorganismos y células de mamiferos se han
utilizado para monitorear muestras de ambientes complejos
como es el caso de las aguas de un rio. Sin embargo, los
ensayos utilizando plantas presentan ciertas ventajas por
sobre los test microbioldgicos y sobre el empleo de células
de mamiferos para monitoreo ambiental. En este sentido, la
evaluacion de las alteraciones en tejidos meristematicos de
Allium cepa es considerada a nivel internacional como una
prueba muy (til para la estimacion de la toxicidad causada
por aguas contaminadas, demostrando una rapida respuesta
de su material genético ademas de presentar alta correlacion
con ensayos en animales superiores. El rio Reconquista,
directamente asociado con millones de personas y miles de
industrias al atravesar gran parte del populoso Conurbano
Bonaerense, es referenciado como uno de los cursos
mas deteriorados de la Argentina ante la conjuncion de
numerosos factores y el aporte incesante de una compleja
mezcla de efluentes. EI objetivo del presente trabajo fue
evaluar el potencial efecto citotoxico y genotdxico de sus
aguas mediante el A. cepa test, en muestras provenientes
de los distintos sectores del curso, en sitios detectados como
sensibles y representativos de la problematica ambiental de
|a region, monitoreados en otofio y en primavera de 2016. Se
determind el indice mitdtico y el indice de fases, asi como
la presencia y proporcidn de alteraciones cromosémicas.
El indice mitdtico resultd afectado en todos los casos,
siendo su disminucion estadisticamente significativa en

comparacion con los controles negativos (p < 0,05) para
los tramos medio e inferior del cauce. Similarmente, los
resultados confirman un incremento significativo en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas, especialmente
en el curso medio del rio. Se observd correlacion positiva
entre la inhibicion del crecimiento y la frecuencia de células
anormales. El procedimiento demostrd ser confiable, de
bajo costo y factible de implementar sin equipamiento 0
instalaciones complejas. Considerando el origen multicausal
de la contaminacion de las aguas, se destaca la utilidad de
profundizar sus estudios ecotoxicoldgicos para comprender
mejor la dindmica del curso y poder desarrollar tareas de
remediacion del ecosistema acuatico.
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Introduccion

Muchos tipos de ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad
empleando microorganismos y células de mamiferos se han
utilizado para monitorear muestras de ambientes complejos
como es el caso de las aguas de un rio. Sin embargo, los
ensayos utilizando plantas presentan ciertas ventajas
por sobre los test microbioldgicos y sobre el empleo de
células de mamiferos para monitoreo ambiental (Fiskesjo
1988; Matsumoto et al. 2006; Zegura et al. 2009). Los
diferentes sistemas de plantas vasculares, incluyendo los
bioensayos con raices, han provisto un método alternativo
mas econdmico, sensitivo, efectivo y confiable para la
determinacion de los efectos adversos de los contaminantes
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ambientales que los ensayos llevados a cabo por los
experimentos en animales. Al presentar cromosomas de
gran tamafnio, las plantas vasculares son adecuadas para
realizar analisis citologicos y las respuestas observadas en
los test de plantas se encuentran altamente correlacionadas
con otros sistemas bioldgicos, determinando que las plantas
son buenos candidatos para evaluar la genotoxicidad
de muestras ambientales. Numerosos estudios indican
una correlacion excelente entre las anormalidades
cromosomicas y la actividad mutagénica encontrada en la
evaluacion /n vivo del sistema de raiz y las encontradas en
los ensayos /n vitro de células de mamiferos, considerando
que la observacion de la raiz constituye un método rapido y
sensitivo de evaluacion ambiental. Se destaca la evaluacion
de las alteraciones en tejidos meristematicos de Allium
cepa, que es considerada una prueba muy 0til a nivel
internacional para la estimacion de la toxicidad causada por
aguas contaminadas (Khannay Sharma 2013).

La contaminacion de los recursos hidricos constituye un
tema preocupante a nivel mundial, especialmente en los
rios asociados con centros urbanos. En el caso de los
rios relacionados con el populoso Conurbano Bonaerense,
diversas investigaciones vienen evidenciando su alto grado
de deterioro. Ante la complejidad de la relacion del recurso
con las actividades antropicas, la contaminacion de sus
aguas se ha referenciado como multicausal. La posibilidad

de evaluar el efecto toxico de las mismas en pruebas con
organismos vivos conforma una posibilidad interesante para
caracterizar el potencial estado de sus aguas.

Material y métodos

1. Toma de muestras

El rio Reconquista constituye un curso de llanura de escasa
pendiente que atraviesa el Conurbano Bonaerense por sus
porciones oeste y norte. Recibe el aporte de numerosos
efluentes domiciliaros e industriales de todo tipo,
insuficientemente controlados, que lo han transformado
en un caso emblematico de deterioro por actividades
antropicas, con inaceptables niveles en sus parametros
fisicoquimicos y biologicos (Garcia-Reiriz et al. 2011; Nader
et al. 2013; Rovedatti et al. 2001; Castaié et al. 2006;
Topalian et al. 1999; Kuczynski 2016 a, 2016 b).

En base a la representatividad de las estaciones
referenciadas en |a bibliografia (Nader et al 2013; Kuczynski
2016 a, entre otros), se seleccionaron los siguientes sitios:
1. Junto a las nacientes de curso principal, aguas abajo de
la represa Roggero, 2. Luego de recibir el aporte del arroyo
Mordn, en el tramo medio. 3. Tramo inferior en el comienzo
del rio Tigre (Fig. 1). Se extrajeron muestras de agua
superficial en los meses de mayo y septiembre de 2016,
con condiciones climaticas correspondientes a otofio y
primavera.
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Figura 1. Mapa de la cuenca del rio Reconquista indicando la ubicacion de las estaciones de muestreo.
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2. Procedimiento

Se trabajd con bulbos de Allium cepa (2n = 16) de similar
tamanio (4-5 cm) y procedencia, con series de 8 bulbos por
muestra, que se mantuvieron en oscuridad a 25°C durante
72 horas, junto con el control negativo (agua mineral
comercial) y el control positivo (dicromato de potasio 5
ppm). Las raices se prepararon para su observacion segiin
el método estandarizado por Fiskesjo (1985). Para evaluar el
efecto citotdxico y genotoxico de las muestras se determind
el indice mitdtico, el indice de fases y la frecuencia y tipo de
aberraciones cromosomicas.

Resultados e interpretacion

Los andlisis estadisticos mostraron que no hay diferencias
significativas entre las muestras de otofio y de primavera,
por lo cual los datos de las observaciones microscopicas
se agrupan en la Tabla 1. En todos los casos las aguas del
curso producen disminucion del indice mitdtico, que en los
sitios 2 y 3 resultan estadisticamente significativos (p <
0,05). En el tramo medio del rio |a inhibicidn se aproxima a
los datos del control positivo.

Tabla 1. Alteraciones en células meristematicas de raices de Allium cepa tratadas con agua del rio Reconquista. Pro:
profase; Me: metafase; A: anafase; T- telofase. FAC: frecuencia de aberraciones cromosémicas. Los valores con el
simbolo (#) presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo (p < 0,05).

Indice Indice de fases (%) EAC

mitotico | 5 | me | AsT (%)
Estacion1 | 116+183 | 324 | 228 | 448 22 +0,36
Estacion2 | 64+116 # | 362 #| 253 | 385 # | 760,388
Estacion3 | 7.8+108 # | 330 | 217 | 453 4,0 +0,74
ch's'}:{:; 334002 # [384 #| 273 #| 343 # | 88+106
;Z';:l 121+146 | 316 | 232 | 452 | 074:022

Se observd una correlacion positiva entre la inhibicion
del crecimiento y la frecuencia de células anormales. Los
resultados confirman un incremento significativo en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas, especialmente
en el curso medio del rio. Las anomalias cromosomicas, que
en el control negativo apenas aparecieron, fueron frecuentes
en las demas muestras (Fig. 2). Las aberraciones mas

frecuentes resultaron los puentes cromosdémicos y los
micronicleos, seguidos por rupturas, fragmentacion vy
esporadicamente aparicion de cromosomas en anillo. En
general aparecen las mismas aberraciones que en el control
positivo. La induccion de microndcleos en particular es
considerada como un indicador confiable de genotoxicidad
(Dash et al 1988, Grover y Kaur 1999).
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Figura 2. Algunas anomalias cromosémicas observadas en raices tratadas con agua del rio Reconquista.

El empleo como tal de una sal de cromo permite suponer
la influencia de este metal, que ha sido sefialado como un
grave contaminante en el curso (Gil-Cardeza et al 2014). Por
otra parte, la disminucion en la proporcion de A + T para el
sitio 2 indica un posible efecto inhibitorio en las células una
vez comenzada la mitosis (permaneciendo en Pro +Me,
tendiendo al comportamiento del control positivo).

Los resultados coinciden con los antecedentes bibliograficos
que indican que las sustancias como metales pesados,
herbicidas y la generalidad de las descargas domésticas e
industriales poseen un fuerte efecto inhibitorio en la mitosis
(Liu et al 1992, Grisolia et al 2005, etc.).

Conclusiones

Las aguas del rio Reconquista manifiestan un alto efecto
citotdxico y genotoxico, especialmente en el tramo medio.
El estado de deterioro del curso confirma los antecedentes
de diversos trabajos sobre la calidad del agua. Asimismo,
refuerzan la conveniencia de profundizar los muestreos, y
enfatizan la necesidad de contar con mapas de descargas
(actualmente inexistentes). El procedimiento se manifestd
como relativamente simple, de bajo costo y efectivo para
evaluar el potencial efecto ecotdxico de los recursos hidricos
superficiales.
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Debe mencionarme que el presente trabajo esta enmarcado
en una linea de investigacion que viene llevando adelante
el Instituto de Ecologia y Contaminacién Ambiental-UM
para evaluar el efecto toxico de las aguas de la cuenca del
Reconquista, con vistas a la deteccion de las principales
fuentes contaminantes y contribuir a su remediacion.
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