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Evaluacion de la genotoxicidad inducida por contaminantes presentes en aguas fluviales: un estudio con Allium cepa en el Cesar-
Colombia

Resumen: Las actividades antropogénicas tienen un impacto significativo en los ecosistemas acuaticos en muchas regiones de Colombia.
En este estudio, se evalud la genotoxicidad del agua de dos rios importantes de la regiéon de La Loma — Cesar: el rio Calenturitas y el rio
Cesar, utilizando el modelo bioloégico Allium cepa. Se recolectaron muestras de agua en diferentes puntos durante las épocas seca y
lluviosa, realizando analisis macroscopicos y microscépicos para observar cambios en la viabilidad celular tras exposiciones de 24 y 48
horas. Los analisis quimicos realizados mediante espectrofotometria de absorcién atémica revelaron la presencia de mercurio y arsénico
en el agua, lo que resulté en efectos adversos sobre el crecimiento y la division celular en A. cepa. Entre los hallazgos se destacan la
disminucion del indice mitético, la formacion de micronucleos y la desintegracion nuclear, indicativa de muerte celular. Ademas, se observd
una reduccion significativa en la longitud de la raiz y en el nimero de células que completaron la telofase. Estos resultados sugieren que
los contaminantes presentes en los cuerpos de agua estudiados tienen un efecto genotdxico y citotéxico constante, independientemente
de la variacion estacional. La persistencia de estos contaminantes resalta la necesidad urgente de implementar medidas de control mas
rigurosas y estudiar los efectos a largo plazo en los ecosistemas acuaticos de la regién.

Palabras clave: calidad del agua; contaminacion; efecto antropogénico; indice mitético; toxicidad

Evaluation of genotoxicity induced by some metals present in river waters: A study with Allium cepa in Cesar-Colombia

Abstract: Anthropogenic activities have a significant impact on aquatic ecosystems in many regions of Colombia. In this study, the
genotoxicity of water from two major rivers in the La Loma region of Cesar — the Calenturitas River and the Cesar River — was evaluated
using the biological model Allium cepa. Water samples were collected at different points during the dry and rainy seasons, and both
macroscopic and microscopic analyses were performed to observe changes in cellular viability after 24 and 48 hours of exposure. Chemical
analyses using Atomic Absorption Spectrophotometry revealed the presence of mercury and arsenic in the water, resulting in adverse
effects on growth and cell division in A. cepa. Notable findings include a decrease in the mitotic index, formation of micronuclei, and nuclear
disintegration, indicative of cell death. Additionally, a significant reduction in root length and in the number of cells completing telophase
was observed. These results suggest that the contaminants present in the studied water bodies have a consistent genotoxic and cytotoxic
effect, regardless of seasonal variability. The persistence of these contaminants highlights the urgent need for more stringent control
measures and further studies on the long-term effects on the region's aquatic ecosystems.

Keywords: water quality; pollution; anthropogenic effect; mitotic index; toxicity

Introduccion

El agua es un liquido vital en el planeta, esencial para la vida de todas las especies. Para las comunidades humanas, el
acceso a agua de calidad es fundamental para garantizar la salud, la seguridad alimentaria y el bienestar general (Akhtar et al.
2021). La disponibilidad y la gestién adecuada del agua son cruciales para el desarrollo sostenible, ya que permiten la prosperidad
de las poblaciones y la conservacion de los ecosistemas (Akhtar et al. 2021).
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Las actividades humanas, como la sobreexplotacién de recursos, la deforestacion y el vertido de residuos sin tratamiento
pueden alterar los ecosistemas acuaticos. Estos efectos antropogénicos no solo dafian la flora y fauna, sino que también ponen
en riesgo la salud de las comunidades humanas que dependen del agua limpia para beber, para aseo personal, para los cultivos
y también realizar otras actividades esenciales (Sidabutar et al. 2017). La contaminacién del agua es, por tanto, una amenaza
tanto para el medio ambiente como para el bienestar humano, ya que muchos de estos contaminantes tienen alto potencial toxico
0 genotodxico y pueden inducir dafios importantes a la salud humana (Dourado et al. 2016; Miranda-Guevara et al. 2023)

Tanto la contaminacion quimica, como la introducida por la mineria y otras actividades industriales, pueden incorporar metales
pesados y otros compuestos al agua, tales como mercurio (Hg), plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico (As), contaminantes organicos
persistentes (COPs) y productos quimicos utilizados en el procesamiento de minerales (Oubane et al. 2021). Ademas, la
sedimentacion causada por la mineria y la deforestacion puede contribuir a la erosion del suelo y la sedimentacion en los cuerpos
de agua, lo que produce directamente una alteracion de los habitats acuaticos, y reduce la calidad del agua al aumentar la
turbidez y transportar contaminantes adheridos a los sedimentos (Kjelland et al. 2015). Otro problema es la eutrofizacion, que
incluye la liberacion de nutrientes como nitrégeno y fésforo desde fuentes como la agricultura intensiva y el procesamiento de
minerales. Esto puede provocar el crecimiento excesivo de algas, la disminucion de oxigeno en el agua y la alteracion del
ecosistema acuatico (Kjelland et al. 2015; Wijeyaratne y Wadasinghe 2019a).

En el caso especifico del area de estudio, la actividad minera de carbdn a cielo abierto representa una de las principales
fuentes de contaminacion ambiental. Esta actividad, desarrollada intensivamente en la regién del Cesar, libera metales pesados
y material particulado que pueden ser transportados por el aire o el agua (Ledn-Mejia et al. 2023a; Miranda-Guevara et al. 2023)
hacia los rios cercanos, como el Cesar y el Calenturitas. La disminucion de la actividad pesquera artesanal, el deterioro de
cultivos aledarfios y las quejas comunitarias sobre afecciones respiratorias y dérmicas evidencian el impacto directo e indirecto
de la contaminacion minera sobre la calidad de vida local (Quiroz-Arcentales et al. 2013).

La contaminacion del agua por actividades mineras puede generar efectos adversos en la salud humana debido a la
exposicion a metales toxicos como el mercurio (Hg) y metaloides como el arsénico (As). Estos contaminantes estan asociados
con alteraciones neurologicas, dafio renal, trastornos en el sistema inmunoldgico y efectos adversos en el desarrollo infantil,
especialmente a nivel neurologico (Akhtar et al. 2021; Baines et al. 2021). Ademas, la exposicién crénica a estos elementos
puede incrementar el riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares y trastornos reproductivos (Genchi et al. 2017; Kuo et al.
2022). Los impactos indirectos de la contaminacion del agua también pueden afectar la seguridad alimentaria y la salud publica
al comprometer la calidad del agua utilizada para consumo, riego y actividades pesqueras, lo que genera una cadena de efectos
en los ecosistemas y las comunidades locales (Lu et al. 2015)

En la actualidad, diversos modelos biolégicos han sido implementados para el analisis de contaminantes ambientales y
estudios de monitoreo. Una de las especies mas utilizadas para evaluar la contaminacion ambiental es Allium cepa, cominmente
conocida como cebolla. Esta especie se ha destacado por su notable efectividad y sensibilidad para determinar el potencial
genotéxico del agua y se considera un modelo bioldgico conveniente y robusto debido a varias caracteristicas: su rapido ciclo de
crecimiento, su facilidad de cultivo, su bajo costo y su alta sensibilidad (Pathiratne et al. 2015; Czarnek et al. 2023). A. cepa es
un modelo ampliamente utilizado en estudios de genotoxicidad y citotoxicidad debido a su alta sensibilidad a contaminantes
ambientales, su bajo costo, su facil manipulacién en laboratorio y la claridad de sus cromosomas grandes, lo que facilita el analisis
de aberraciones cromosdmicas y el indice mitético (Czarnek et al. 2023; Pathiratne et al. 2015). Ademas, su uso esta respaldado
por la validacion del protocolo y por muchas publicaciones a nivel internacional para evaluar el impacto de contaminantes en
ecosistemas acuaticos y terrestres (Alias et al. 2023; Bonciu et al. 2018; Grant 1994; Leme y Marin-Morales 2009).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos genotdxicos de dos cuerpos de agua importantes en la Region de La Loma-
Cesar en Colombia, usando A. cepa como modelo biolégico, destacando su relevancia de uso para la deteccion temprana de
contaminantes y para la formulacién de medidas de mitigacion y proteccion ambiental.

Materiales y métodos

Area de estudio

Esta investigacion se llevé a cabo en el corregimiento de La Loma, municipio El Paso, en el departamento del Cesar, noroeste
de Colombia (Fig. 1). En esta region, la contaminacion del agua debido a las actividades antropogénicas y la explotacion de
carbdn y oro ha tenido un impacto ambiental devastador.

Para realizar este estudio, se ubicaron tres puntos de muestreo en cada uno de los rios cercanos a la Loma. El rio Calenturitas
esta localizado a 20 kilémetros de La Loma y se encuentra al costado Oeste de la Serrania del Perija, dentro del Departamento
del Cesar. Tiene una distribucién geografica aproximadamente de 32 km y pertenece a una cuenca del rio Cesar que nace a 7
km de la cabecera municipal de Becerril. Alrededor de este rio se presentan grandes actividades de mineria de carbon, ganaderia
y agricultura.
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Figura 1. Mapa satelital de la Loma, Ubicacién de la zona de estudio en el departamento del Cesar, Colombia (izquierda).
Detalle de los cuerpos de agua destacando los rios Calenturitas y Cesar y los complejos mineros cercanos (derecha). Fuente:
Google maps, 2024.

Figure 1. Satellite map of La Loma. Location of the study area in the Cesar department, Colombia (left). Detailed view of the
water bodies, highlighting the Calenturitas and Cesar rivers and the nearby mining complexes (right). Source: Google Maps,
2024.

También fue incluido el rio Cesar, localizado a 10 kildbmetros de La Loma. Esta proximidad implica una posible influencia
significativa de las actividades humanas en la calidad del agua del rio, debido a la cercania de areas agricolas y mineras que
caracterizan la regién. El Rio Cesar tiene una distribucién geografica aproximadamente de 310 km?2, surge al norte de Colombia,
nace en las montafias de la sierra nevada de Santa Marta, en el municipio de San Juan del Cesar ubicado en el departamento
de la Guajira, luego de esta distribucién atraviesa el Cesar de norte a sur y desemboca en la Ciénaga de Zapatosa que esta
ubicada entre los municipios de Chimichagua, Tamalameque y El Banco.

Procesamiento de muestras de agua

Se colectaron 4 muestras de agua tanto en época lluviosa (agosto de 2023) como época seca (febrero de 2024) que fueron
transportadas y almacenadas en el Laboratorio de Genética del Centro de Investigaciones Ciencias de la Vida (CICV) de la
Universidad Simén Bolivar-Barranquilla. Estas muestras se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. Posteriormente, se
distribuyeron para dos analisis, el contenido de elementos quimicos presentes y la otra parte para el analisis del indice mitético,
genotoxicidad y muerte celular.

Analisis de bulbos de Allium cepa

Durante el desarrollo de esta etapa, los bulbos de A. cepa fueron sometidos a un proceso de crecimiento de raices en contacto
directo con el agua recolectada de los rios en estudio. Para garantizar la calidad del material biolégico, los bulbos fueron
adquiridos en una huerta ecoldgica certificada, asegurando que no hubieran sido expuestos a agroquimicos o contaminantes
que pudieran interferir con los resultados del experimento.

Se utilizaron 30 bulbos por cada época de muestreo, los cuales fueron acondicionados para inducir el crecimiento radicular
durante 72 horas. Durante este periodo, se realizé el cambio de agua cada 24 horas para evitar la acumulacion de metabolitos
que pudieran alterar el medio de exposicion. Se seleccionaron especificamente las raices como biomarcadores debido a su
contacto directo con el medio acuoso y su alta tasa de divisidon celular, lo que permite detectar alteraciones genotdxicas y
citotoxicas de manera mas sensible.

El tiempo de exposicion a las muestras de agua de los rios fue de 24 y 48 horas. Para el analisis, se emplearon 5 bulbos para
cada punto de muestreo y 10 bulbos en total para los controles positivos (peroxido de hidrogeno (H;O;) al 10%) y negativos
(agua destilada).

Para el analisis macroscépico, se midio la longitud de las raices de cada bulbo (en centimetros) con la ayuda de una regla.

Para la realizacion del analisis microscopico después del periodo de exposicidn, se cortd una pequefa parte superficial del
bulbo para remover la epidermis. Posteriormente, los bulbos se lavaron con agua, se secaron y se les afiadié una pequefia
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cantidad de alcohol para prevenir la proliferacion de hongos o cualquier otro tipo de microorganismos. Con un bisturi previamente
desinfectado, se cort6é una porcién de 5 a 8 mm de la punta de la raiz en crecimiento. Las raices se colocaron en una capsula de
calentamiento y se cubrié la muestra con una gota de Orceina A. La capsula se sujetd con una pinza y se llevé al mechero
durante un maximo de 1 minuto, realizando un flameo rapido y evitando la ebulliciéon del reactivo. Posteriormente, se retiraron las
raices y se hizo un montaje sobre un portaobjetos, se afiadié una gota de Orceina B y se dejo actuar durante 1 minuto. Con papel
absorbente se retird el exceso de reactivo. Finalmente, se coloco un cubreobjetos y se aplicé una pequefia presion para formar
una monocapa celular e implementar la técnica de squash sobre el extendido.

Las laminas, preparadas previamente, fueron examinadas bajo un microscopio optico Leica DM 500. Durante esta fase, los
analisis se realizaron con un aumento de 400x (objetivo de 40x) y 1000x (objetivo de 100x). Posteriormente se llevé a cabo un
recuento de células en division mitética (profase, metafase, anafase y telofase) en 10 campos para detectar posibles alteraciones
citotoxicas y genotoxicas inducidas por las muestras de agua recolectadas. El indice mitético fue utilizado como un marcador de
actividad proliferativa celular, dado su eficacia en la deteccién de efectos tdxicos sobre el ciclo celular. Este parametro constituye
una medida de la proporcién de células en division con respecto al total de células observadas. Esta métrica proporcion6 un
enfoque cuantitativo para evaluar el impacto de las muestras de agua recolectadas en la division celular del tejido meristematico
de la raiz de A. cepa.

Formula para calcular el indice mitético

Numero de células en mitosis
IM = - - X 100
Numero total de células

Para el analisis del indice mitético (IM), la muerte celular (desintegracion nuclear) y la formaciéon de micronucleos, se
examinaron 1000 células por portaobjeto, dos laminas por cada bulbo de cebolla.

Analisis de las muestras de agua por espectrofotometria de absorcion atémica

Para el analisis de las muestras de agua, primero se filtraron para eliminar particulas en suspensién y se sometieron a una
digestion acida para liberar los metales y metaloides presentes. Se prepard un blanco utilizando agua destilada y soluciones
estandar de concentracion conocida para cada elemento de interés. El blanco se colocé en el espectrofotémetro para calibrar el
cero del instrumento y se midi6 la absorcién de las soluciones estandar para crear una curva de calibracion.

Se nebulizé un pequefio volumen de la muestra (tipicamente entre 1 y 10 ml) e introdujo en un tubo de grafito, el cual se
calento eléctricamente hasta atomizar la muestra utilizando el espectrofotémetro de absorcion atdémica Nov 300. Se empled el
método de calibracién por grafico para el analisis La lampara de catodo emitié rayos de luz a la longitud de onda especifica para
cada elemento de interés (arsénico, cadmio, mercurio y plomo). Los rayos de luz pasaron a través de la llama aire-acetileno y
los atomos libres de los metales y metaloides absorbieron parte de esta luz especifica.

El detector midié la cantidad de luz absorbida, siendo esta absorcién proporcional a la concentracion del metal y metaloides
en la muestra. Se midié la absorcion de las muestras de agua de los diferentes puntos colectados y se compararon los resultados
obtenidos con la curva de calibracion para determinar la concentracion de los elementos. Las mediciones se realizaron en
triplicado para cada muestra, y la concentracién promedio de metales y metaloides se mostré en mg/L tras la extrapolacion a
partir de la curva estandar. Los elementos analizados fueron arsénico (As), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb),
seleccionados debido a su relevancia como contaminantes ambientales y su potencial efecto toxico sobre los ecosistemas
acuaticos.

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos en cada etapa del disefio metodoldgico se presentaron como la media + desviacion estandar para
cada una de las muestras de agua recolectadas. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad PRISM
8.0. En primer lugar, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar la significancia de las diferencias entre los
grupos. Posteriormente, para la comparacion de los tratamientos con los controles, se empled la prueba post hoc de Dunnett. En
todos los casos, el nivel de significancia se establecié en p<0.05, p < 0.01 y p < 0.001 en relacién con el control negativo.

Resultados

Para determinar el impacto del agua de los rios Cesar y Calenturitas en la estabilidad genética, se realizaron ensayos de
genotoxicidad utilizando A. cepa como organismo modelo. Como se observa en la Figura 2, tras 24 horas de exposicién, se
evidencié una reduccion significativa en el nimero de células en todas las fases de la mitosis, con una marcada disminucion en
aquellas que alcanzaron la telofase, en comparacion con el control negativo. En la Figura 3 se muestran los efectos de la
exposicion de las muestras de agua colectada en época seca en los rios Calenturitas y Cesar tras 48 horas de tratamiento.
Comparando con la exposicion de 24 horas, se observa una disminucion ain mas pronunciada en el niumero de células en cada
fase de la mitosis, especialmente en la cantidad de células que lograron completar la telofase.
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Figura 2. NUmero de células de A. cepa en época seca 24 h en las diferentes fases de la mitosis, profase, metafase, anafase y
telofase, resultado de la exposicion al agua de diferentes sitios colectados en la época seca (periodo de exposicién: 24 h).
Resultados presentados como media + desviacion estandar. 2Significativo p < 0.05; °Significativo p < 0.01; <Significativo p <
0.001 en relacion con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H.0.

Figure 2. Number of A. cepa cells during the dry season (24h) in different phases of mitosis: prophase, metaphase, anaphase,
and telophase, as a result of exposure to water from various collection sites during the dry season (exposure period: 24h).
Results are presented as mean * standard deviation. 3Significant p < 0.05; °Significant p < 0.01; °Significant p < 0.001
compared to the negative control; ANOVA, Dunnett's post hoc test. Negative control = water; Positive control = H20..
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Figura 3. NUmero de células de A. cepa en época seca 48 h en las diferentes fases de la mitosis, profase, metafase, anafase y
telofase, resultado de la exposicion al agua de diferentes sitios colectados en la época seca (periodo de exposicién: 48 h).
Resultados presentados como media + desviacion estandar. <Significativo p < 0.001 en relacidn con el control negativo; ANOVA,
post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H20:.

Figure 3. Number of A. cepa cells during the dry season (48h) in different phases of mitosis: prophase, metaphase, anaphase,
and telophase, as a result of exposure to water from various collection sites during the dry season (exposure period: 48h).
Results are presented as mean + standard deviation. “Significant p < 0.001 compared to the negative control; ANOVA, Dunnett's
post hoc test. Negative control = water; Positive control = H:0..

Las Figuras 4 y 5 ilustran los efectos de la exposicién al agua recolectada durante la temporada de lluvias, con especimenes
de A. cepa expuestos durante 24 y 48 horas, respectivamente. A lo largo del periodo de 48 horas, se observé nuevamente una
reduccion significativa en el numero de células que alcanzaron las fases finales de la mitosis. Sin embargo, al comparar los
efectos entre la temporada seca y la lluviosa, se evidencia que los resultados son comparables, sin una diferencia marcada entre
ambas épocas. Asimismo, al analizar la diferencia entre los dos puntos de colecta, se encontré que los efectos en el numero de
células en cada fase de la mitosis, tras la exposicion al agua de ambos rios, también fueron comparables.
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Figura 4. Numero de células de A. cepa en época de lluvia 24 h en las diferentes fases de la mitosis, profase, metafase,
anafase y telofase, resultado de la exposicidn al agua de diferentes sitios colectados en la época lluviosa (periodo de exposicidn:
24 h). Resultados presentados como media + desviacion estandar. Significativo p < 0.001 en relacidén con el control negativo;
ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H205.

Figure 4. Number of A. cepa cells during the rainy season (24h) in different phases of mitosis: prophase, metaphase, anaphase,
and telophase, as a result of exposure to water from various collection sites during the rainy season (exposure period: 24h).
Results are presented as mean + standard deviation. “Significant p < 0.001 compared to the negative control; ANOVA, Dunnett's
post hoc test. Negative control = water; Positive control = H>0o.
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Figura 5. Numero de células de A. cepa en época de lluvia 48 h en las diferentes fases de la mitosis, profase, metafase, anafase
y telofase, resultado de la exposicién al agua de diferentes sitios colectados en la época lluviosa (periodo de exposicion: 48 h).
Resultados presentados como media * desviacion estandar. <Significativo p < 0.001 en relacidn con el control negativo; ANOVA,
post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H20..

Figure 5. Number of A. cepa cells during the rainy season (48h) in different phases of mitosis: prophase, metaphase, anaphase,
and telophase, as a result of exposure to water from various collection sites during the rainy season (exposure period: 48h).
Results are presented as mean £ standard deviation. “Significant p < 0.001 compared to the negative control; ANOVA, Dunnett's
post hoc test. Negative control = water; Positive control = H20..

En las imagenes presentadas en la Figura 6 se evidencian diversas alteraciones en las células meristematicas de la raiz de
A. cepa observadas en este estudio, tales como presencia de puente cromosémico, desintegracién nuclear, presencia de
cromosomas pegajosos, formacion de micronucleos y roturas cromosomicas. De manera interesante, al analizar el indice mitético
tras la exposicion a las muestras de agua de los rios (Tablas 1 y 2), se observé una disminucion significativa en comparacion
con el control negativo, tanto en la temporada lluviosa como en la seca. Esta disminucién fue especialmente pronunciada después
de 48 horas de exposicion, sugiriendo que la contaminacién en estos cuerpos de agua tiene un efecto acumulativo adverso sobre
la actividad mitética en A. cepa.



Figura 6. Evidencias microscépicas de células meristematicas de la raiz de A. cepa con aberraciones cromosdmicas (1000x).
a) anafase con puente cromosdmico. b) Desintegracion nuclear. c¢) Presencia de cromosomas pegajosos y formacion de
micronucleo. d) Anafase con roturas cromosémicas.

Figure 6. Microscopic evidence of meristematic root cells of A. cepa with chromosomal aberrations (1000x). a) Anaphase with
chromosomal bridge. b) Nuclear disintegration. c) Presence of sticky chromosomes and micronucleus formation. d) Anaphase
with chromosomal breaks.

De manera similar, al evaluar la longitud de las raices de A. cepa expuestas a las muestras de agua de los rios (Tablas 1y
2), se observé una reduccion significativa en la longitud (cm) en comparacion con los especimenes del control negativo, tanto en
la temporada lluviosa como en la seca. Esta disminucién en el crecimiento radicular fue mas pronunciada tras 48 horas de
exposicion, lo que sugiere un efecto inhibidor acumulativo de los contaminantes presentes en el agua sobre el desarrollo radicular
(Nunes et al. 2011).

Tabla 1. Parametro del indice mitdtico y longitud de las raices de los bulbos de A. cepa expuestos a muestras de agua
recolectadas en los diferentes grupos de estudio en la época seca. Los datos se presentan como media + DE. **Significativo p
< 0.001 en relacién con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H,0,.

Table 1. Mitotic index parameter and root length of A. cepa bulbs exposed to water samples collected from the different study
groups during the dry season. Data are presented as mean + SD. ***Significant p < 0.001 compared to the negative control;
ANOVA, Dunnett's post hoc test. Negative control = water; Positive control = H,0,.

Periodo de exposicién Grupos de estudio N indice mitético Longitud de la raiz (cm)

Control negativo 5 47.3+9.4 79+1.2
Rio Calenturitas 5 10.5 £ 7.1 3.2+0.8

24h Rio Cesar 5 12.0 £ 5.5*** 4.1+£09
Control positivo 5 8.5+ 5.3 3.0+ 1.0%**
Control negativo 5 33.9+99 70+£13
Rio Calenturitas 5 7.0 +5.8% 2.8+ 1.0

48h Rio Cesar 5 8.4 7.9 3.9+ 0.9
Control positivo 5 5.9 £ 3.5 25+ 1.7

***Significativo p < 0.001 en relacion con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H,0,.



Ecosistemas 34(1): 2865 Ledn-Mejia et al. 2025

Tabla 2. Parametro del indice mitdtico y longitud de las raices de los bulbos de A. cepa expuestos a muestras de agua
recolectadas de los diferentes grupos de estudio en la época lluviosa. Los datos se presentan como media + DE. ***Sjgnificativo
p < 0.001 en relacion con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H>0..

Table 2. Mitotic index parameter and root length of A. cepa bulbs exposed to water samples collected from the different study
groups during the rainy season. Data are presented as mean £ SD. Significant p < 0.001 compared to the negative control;
ANOVA, Dunnett's post hoc test. Negative control = water; Positive control = H,0,.

Periodo de exposicion Grupo de estudio n indice mitético Longitud de la raiz (cm)

Control negativo 5 452+ 101 9.0+0.5
Rio Calenturitas 5 10.9 £ 5.9 3.9+0.9%

24h Rio Cesar 5 12.4 £ 6.7 4.8+ 0.5
Control positivo 5 9.1 £4.2% 3.2+£1.0%
Control negativo 5 39.2+11.2 75+1.0
Rio Calenturitas 5 7.9 +3.6% 3.0 £1.6%*

48 h Rio Cesar 5 9.9 £6.0%** 4.0+ 1.5
Control positivo 5 6.8 + 3.3*** 2.9+ 1.9

***Significativo p < 0.001 en relacién con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H,0,.

Las Tablas 3 y 4 presentan los resultados obtenidos durante las temporadas seca y lluviosa en relacion con la formacion de
micronlcleos (Figura 6c). Se observd una notable inducciéon de microntcleos en los bulbos expuestos al agua de ambas
localidades, tanto después de 24 como de 48 horas de exposicion. Del mismo modo, se registrd una significativa muerte celular,
evidenciada por la desintegracion nuclear observada (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Parametro de formacion de micronlcleos y muerte celular en bulbos de A. cepa expuestos a muestras de agua
recolectadas para los diferentes grupos de estudio en la época seca. Los datos se presentan como media + DE. ***Sjgnificativo
p < 0.001 en relacién con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H0..

Table 3. Micronucleus formation and cell death parameters in A. cepa bulbs exposed to water samples collected for the different
study groups during the dry season. Data are presented as mean = SD. Significant p < 0.001 compared to the negative control;
ANOVA, Dunnett's post hoc test. Negative control = water; Positive control = H,0,.

Periodo de exposicion Grupo de estudio n Fc?rmac’ién b .Muerte -c’elular
micronucleos (desintegracién nuclear)

Control negativo 5 09+0.3 0.7+0.3
Rio Calenturitas 5 5.3 £3.3 7.3 5.4

24h Rio Cesar 5 4227 6.7 £4.7
Control positivo 5 8.0 £ 6.4*** 8.9+4.9**
Control negativo 5 1.0+0.7 09+0.2
Rio Calenturitas 5 74 £2.7% 8.4 6.5

48h Rio Cesar 5 5.3 £2.9% 7.6+55*
Control positivo 5 10.3 £5.9*** 12.0 £ 7.8 ***

***Significativo p < 0.001 en relacion con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H,0,.
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Tabla 4. Parametro de formacion de micronlcleos y muerte celular en bulbos de A. cepa expuestos a muestras de agua
recolectadas para los diferentes grupos de estudio en la época lluviosa. Los datos se presentan como media + DE.
***Gijgnificativo p < 0.001 en relacidn con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control
positivo = H20..

Table 4. Micronucleus formation and cell death parameters in A. cepa bulbs exposed to water samples collected for the different
study groups during the rainy season. Data are presented as mean + SD. Significant p < 0.001 compared to the negative
control; ANOVA, Dunnett's post hoc test. Negative control = water; Positive control = H,0,.

Periodo de exposicion Grupo de estudio N Fm?:::)ancl.’ilzreg: ( desintegl\:l:;g: nuclear)

Control negativo 5 0.8+05 0.5+0.1
Rio Calenturitas 5 4.4 £2.2%** 6.4 £ 3.3"**

24h Rio Cesar 5 3.3+2.9% 5.5+ 29"
Control positivo 5 8.5+ 5.3 8.5+6.2"*
Control negativo 5 09+0.6 0.8+0.1
Rio Calenturitas 5 7.0 5.3 7.8 +4.3

8h Rio Cesar 5 4.0 £ 3.0 6.7 + 3.5%*
Control positivo 5 9.8+ 7.8*** 10.2 £ 5.8 ***

***Significativo p < 0.001 en relacion con el control negativo; ANOVA, post hoc de Dunnett. Control negativo = agua; Control positivo = H,0,.

El analisis mediante espectrofotometria de absorcion atémica (Tabla 5) reveld la presencia de elementos como arsénico (As)
y mercurio (Hg) en el Rio Calenturitas durante la temporada seca, mientras que en la temporada lluviosa se detectd Unicamente
mercurio. En el caso del Rio Cesar, tanto en la temporada seca como en la lluviosa, se encontraron concentraciones de estos
elementos que superan los limites permitidos para aguas de afluentes, lo que evidencia un grave problema de contaminacién
que persiste independientemente de las variaciones estacionales.

Tabla 5. Analisis por Espectrofotometria de absorcion atémica de elementos quimicos en las muestras de agua colectada en
época seca y lluviosa en el Rio Calenturitas y Rio Cesar. Los valores son media + DE.

Table 5. Analysis by Atomic Absorption Spectrophotometry of chemical elements in water samples collected during the dry and
rainy seasons in the Calenturitas River and Cesar River. The values are mean = SD.

Localidad Epoca del afio Elemento mg/L

Arsénico 0.02 + 0.001

Cadmio 0.003 + 0.01
época seca
Mercurio 0.003 + 0.001
, Plomo 0.01+ 0.003
RIO CALENTURITAS

Arsénico 0.001 £ 0.00

Cadmio 0.003 + 0.001
época lluviosa

Mercurio 0.002 + 0.00
Plomo 0.01+ 0.001

Arsénico 0.001 £ 0.00
Cadmio 0.05 + 0.001

época seca
Mercurio 0.002 + 0.001
; Plomo 0.01+ 0.00
RIO CESAR

Arsénico 0.001 £ 0.00

Cadmio 0.05 + 0.002
época lluviosa

Mercurio 0.002 + 0.00

Plomo 0.01 + 0.001

Los valores son media + DE
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Discusién
La alarmante presencia de contaminantes en cuerpos de agua representa una amenaza silenciosa para la biodiversidad y la
salud humana (Lin et al. 2022). En este contexto, nuestro estudio se centrd en la evaluacidn del potencial genotodxico del agua

de los rios Cesar y Calenturitas en la region de La Loma, Colombia, utilizando A. cepa como modelo experimental. Los resultados
evidenciaron un impacto significativo en el crecimiento y la division celular de A. cepa tras la exposicion al agua recolectada.

Estos resultados son consistentes con lo descrito por Ibafez et al. (2022) sobre los efectos genotoxicos de aguas superficiales
usadas para riego y de Nunes et al. (2011), quienes evaluaron muestras de agua recolectadas en un rio bajo efectos de
vertimientos y actividades antropogénicas.

Las alteraciones cromosomicas observadas en este estudio, como los puentes cromosdémicos, desintegracion nuclear,
cromosomas pegajosos y formacion de micronucleos, han sido ampliamente documentadas como indicadores de dafio genético
(Kassa 2021). Las roturas cromosomicas pueden ocurrir cuando los agentes genotdxicos interfieren con la estructura del ADN,
provocando la ruptura de la doble hélice durante la replicacion o la division celular (Sabeen et al. 2020). Los cromosomas
pegajosos son el resultado de la condensacién anormal de la cromatina, a menudo debido a la accion de sustancias quimicas
que alteran las proteinas histonas o los enlaces en el ADN (Banti y Hadjikakou 2019; Kassa 2021; Wijeyaratne y Wadasinghe
2019a).

La desintegracion nuclear observada en este estudio es indicativa de muerte celular (Sabeen et al. 2020), evidenciando el
potencial genotdxico y citotdxico de los contaminantes presentes en el agua de los rios estudiados. Ademéas, los puentes
cromosomicos en anafase son tipicos de fusiones incorrectas entre cromosomas o entre fragmentos cromosémicos, lo que
sugiere fallos en los mecanismos de reparacion del ADN (Banti y Hadjikakou 2019; Kassa 2021). Estos puentes pueden generar
tensiones mecanicas durante la division celular, lo que podria llevar a roturas adicionales y a la perpetuacion del dafio en las
células hijas (Banti y Hadjikakou 2019; Wijeyaratne y Wadasinghe 2019b).

La reduccion en la longitud de las raices de A. cepa tras la exposicidn a las muestras de agua contaminada sugiere un efecto
inhibidor acumulativo de los contaminantes sobre el desarrollo radicular (Nunes et al. 2011). Esta reduccidn no solo compromete
la estabilidad y la absorcion de nutrientes en las plantas, sino que también puede ser un indicador temprano de toxicidad
ambiental, sugiriendo posibles efectos adversos sobre los ecosistemas acuaticos en su conjunto (Akinboro et al. 2011; Kassa
2021). No obstante, aunque el ensayo con A. cepa es una herramienta Util para detectar genotoxicidad, algunos estudios (Bonciu
et al. 2018; Wijeyaratne y Wadasinghe 2019a; Alias et al. 2023) han sefialado limitaciones en la extrapolacion de estos hallazgos
a organismos de mayor complejidad biolégica. Esto resalta la necesidad de complementar estos resultados con estudios en otros
modelos bioldgicos para obtener una vision mas integral del impacto ambiental de estos contaminantes. Adicionalmente, la
significativa induccién de micronucleos en los bulbos expuestos al agua de ambas localidades refuerza la hipétesis de que los
contaminantes presentes en estos cuerpos de agua pueden generar inestabilidad genética.

Ha sido ampliamente descrito que la formacién de micronicleos es un indicador clave de dafio en el ADN y de posibles
efectos mutagénicos (Banti y Hadjikakou 2019; Fenech et al. 2020). Asimismo, la desintegracion nuclear observada sugiere pudo
haber ocurrido un dafio genético tan severo que activd los mecanismos de apoptosis. Este proceso es un mecanismo para
eliminar células irreparablemente afectadas, previniendo asi la proliferacion de células con alteraciones genéticas que podrian
comprometer la integridad del organismo (De Zio et al. 2013).

Otro punto importante en este estudio fue evaluar si existian variaciones en la concentracion de contaminantes dependiendo
de la época seca o lluviosa. Aunque se podria pensar que durante la época lluviosa los contaminantes provenientes de
actividades antropogénicas se diluyen mas debido al aumento del caudal de los rios y, por ende, se esperarian menores efectos,
los hallazgos indicaron lo contrario. Esto podria deberse a varios factores. En primer lugar, es posible que, aunque haya una
mayor dilucién de contaminantes individuales, el aumento del volumen de agua también arrastre una mayor cantidad de
contaminantes desde diversas fuentes, resultando en una carga total elevada de sustancias nocivas. Ademas, ciertos
contaminantes, pese a su dilucion, pueden mantener su capacidad de interferir en procesos bioldgicos criticos como la division
celular, tal como ha sido reportado por otros estudios (Dutta et al. 2018; Kassa 2021).

Otro factor a considerar es la posibilidad de un vertimiento constante de contaminantes que ocurre independientemente de
la época del afio. Esto sugiere que, incluso con la dilucion adicional en la temporada lluviosa, la presencia continua de estas
sustancias téxicas puede seguir siendo suficientemente alta como para provocar efectos adversos significativos. Este fenédmeno
también podria estar influenciado por la presencia de contaminantes persistentes o bioacumulativos que no se diluyen faciimente
o que incluso pueden concentrarse en ciertos ambientes acuaticos (Pelcova et al. 2022). Ademas, la interaccién entre diferentes
tipos de contaminantes en condiciones de mayor caudal podria generar nuevos metabolitos toxicos o sinergias que intensifiquen
los efectos nocivos sobre las células (Lin et al. 2022).

La presencia de mercurio y arsénico en estas aguas es alarmante debido a sus efectos toxicos y persistentes en la salud
ambiental y humana. El mercurio es un potente neurotéxico que se libera al ambiente principalmente a través de la mineria de
oro y carbdn, acumulandose en los ecosistemas acuaticos en forma de metilmercurio, una de sus formas mas toxicas (Novo et
al. 2021). Este compuesto se bioacumula en la cadena alimentaria, afectando gravemente a los organismos acuaticos y
provocando dafios neuroldgicos en humanos, especialmente en nifios y fetos (Al-Sulaiti et al. 2022). En Colombia, la mineria
ilegal de oro utiliza mercurio para amalgamar el oro, liberando este metal toxico al medio ambiente (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible 2018). Como agente genotdxico, el mercurio puede inducir la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), causando dafio en el ADN, proteinas y lipidos, lo que puede llevar a mutaciones y muerte celular. También puede unirse
al ADN, alterando su estructura y afectando la replicacion y reparacion, lo que puede resultar en mutaciones carcinogénicas o
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teratogénicas (Wyatt et al. 2017). Asimismo, se ha asociado con alteraciones en la expresion génica y la induccién de
aberraciones cromosomicas, contribuyendo al desarrollo de cancer y defectos congénitos (Harding et al. 2018; Mufioz et al.
2023).

El arsénico, por su parte, es un metaloide téxico que ingresa a los rios tanto por procesos naturales como la erosiéon, como
por actividades humanas, incluyendo la mineria y el uso de pesticidas. En los ecosistemas acuaticos, afecta a los organismos al
interferir con su metabolismo y provocar estrés oxidativo, reduciendo asi las poblaciones de especies (Fatoki y Badmus 2022).
En humanos, la exposicion al arsénico, especialmente a través del agua contaminada, puede causar cancer de piel, pulmén,
vejiga y rifidn, ademas de problemas cardiovasculares y neurotéxicos (Jomova et al. 2011). Su accién genotoxica incluye la
inhibicion de la reparacion del ADN, alteraciones en la metilacién del ADN y efectos en la divisiéon celular, lo que conduce a
anomalias cromosomicas y proliferacion celular descontrolada (Ganapathy et al. 2018; Huang et al. 2019).

El impacto de la presencia de estos contaminantes en el agua puede repercutir significativamente en la economia vy las
actividades de la poblacion local, afectando tanto la salud humana como la sostenibilidad de los recursos naturales. En el
corregimiento de La Loma se desarrollan diversas actividades socioecondmicas, predominando la agricultura con cultivos de
arroz, maiz y palma de aceite, asi como la mineria de carbdn, la ganaderia y la pesca artesanal de subsistencia (Gutierres
Moreno et al. 2011). Los habitantes han reportado una disminucioén significativa en la produccidn ictioldgica, lo que impacta
negativamente la seguridad alimentaria y la economia local. La contaminacion derivada de la mineria de carbdn ha contribuido
a la reduccion de peces, llevando al abandono progresivo de esta actividad en algunos sectores debido a la escasez y la
percepcion de riesgo asociado al consumo de peces contaminados (Gutierres Moreno et al. 2011). Ademas, se han registrado
denuncias de la comunidad sobre irritaciones cutaneas y afecciones respiratorias, lo que podria estar relacionado con la
exposicion prolongada a metales pesados y material particulado derivado de actividades mineras (Ledn-Mejia et al. 2023a; Ledn-
Mejia et al. 2023b).

Otros factores que contribuyen a la presion sobre los cuerpos de agua incluyen los vertimientos de aguas residuales
domésticas e industriales, desechos de la mineria y operaciones de maquinaria pesada, ademas de las aguas procedentes de
lagunas de oxidacién de municipios cercanos a los rios Cesar y Calenturitas (Gutierres Moreno et al. 2011). Se ha identificado
también un modelo agropecuario intensivo, en el que el uso rutinario de agrotdéxicos genera un arrastre constante de estos
compuestos hacia los cuerpos de agua a través de la escorrentia (Gutierres Moreno et al. 2011).

Estos hallazgos se enmarcan en el contexto global del Antropoceno, una era caracterizada por la intensa influencia de las
actividades humanas sobre los ecosistemas (Willcock et al. 2023). La contaminacion detectada en esta region, resultado de
practicas extractivas y agroindustriales, refleja un patron observado en diversas geografias donde se compromete la estabilidad
de los sistemas eco-sociales y la capacidad de regeneracion de los recursos hidricos. En este sentido, la regién analizada puede
ser considerada una "zona de sacrificio”, dado que es un territorio sometido a una presién ambiental sostenida debido a
actividades econdmicas que priorizan el beneficio inmediato sobre la sostenibilidad a largo plazo (Rozo Castillo 2021). La
persistencia de contaminantes en los rios Cesar y Calenturitas pone en evidencia como las economias extractivas no solo afectan
la biodiversidad local, sino que también contribuyen al deterioro de los limites planetarios, amenazando la salud de los
ecosistemas y, en ultima instancia, la continuidad de la vida en estas comunidades.

Conclusion

La exposicion de A. cepa al agua contaminada de estos rios, con niveles significativos de mercurio y arsénico, resulté en una
disminucion del indice mitético, formacion de micronucleos, desintegracion nuclear (indicativo de muerte celular), disminucién de
la longitud de la raiz y reduccion en el niumero de células que completaron el ciclo celular, en comparacion con los controles.
Estos hallazgos destacan el impacto genotéxico y citotoxico de los contaminantes presentes en los cuerpos de agua analizados,
los cuales derivan de diversas actividades antropogénicas como la mineria de carbén y oro, el uso intensivo de agroquimicos en
cultivos de arroz, maiz y palma de aceite, el vertimiento de aguas residuales domésticas e industriales, y la ganaderia extensiva.

La confluencia de estas actividades en la region parece haber generado niveles significativos de mercurio y arsénico en los
cuerpos de agua locales, persistiendo estos niveles elevados incluso durante la época lluviosa. Esto sugiere que los procesos
de contaminacion son tan extensos que mantienen concentraciones altas de toxicos independientemente de las variaciones
estacionales en el volumen de agua. Estos resultados resaltan la necesidad urgente de implementar medidas de control mas
estrictas, asi como la importancia de investigar los efectos a largo plazo de la exposicidon a estos contaminantes en los
ecosistemas acuaticos de Colombia.
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