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RESUMEN
El presente trabajo tiene como objetivo general aplicar el Allium test en las muestras

de agua recolectadas en la presa de la finca la tormenta en la comarca Trinitara,
Siuna-RACCN 2016, Bajo condiciones controladas en los laboratorios de Biologia
(UNAN-Managua), para obtener resultados repetitivos y ademas de la discusion de
las variables mas relevantes en la interpretacion de los datos, entre ellos estarian
los parametros macroscopicos utilizando la elongacién de las raices como punto
critico, donde el promedio de crecimiento del control fue de 2.86 cm, punto alto con
2.433 cm, el pozo con 2.642 cm, y el bajo con 2.758 cm y solo el punto medio
sobrepasa el promedio del control con 3.0667 cm, lo que refleja que no existe un

toxico que inhiba el crecimiento de la raiz.

La identificacion de los parametros microscépicos en las fases de la mitosis en el
punto medio, Bajo y Pozo es donde se revela presencia predominante de los dafios
genéticos C-Mitosis, Cromosomas Vagabundos, y Anafase Bridge esto puede
inferir a la posible influencia de ciertos metales en las muestras de agua
recolectadas de la presa. El indice mitético a las 72 horas fue para el Control de
92.21%, punto del Pozo con 99.04%, el punto medio con 84.83%, el punto Bajo con
82.93% y el punto Alto con 80.41%.

Al comparar los valores obtenidos después de las 72 de horas de exposicién de los
bulbos de Allium cepa L, en las muestras de agua, entre los parametros
macroscopicos y los parametros microscopicos, se valor6 que el punto mas
afectado es el Punto del Pozo por presentar una elongacion de raiz de 2.642 cm y
en las laminas microscopicas presentar mayor presencia de aberraciones

cromosomicas

viii



I. INTRODUCCION

Las zonas rurales de Nicaragua presentan la dificultad del abastecimiento de agua
potable a la poblacion, lo que conduce al hecho de utilizar efluentes naturales como
el agua de rios y pozos artesanales, sin embargo, son aguas que debido a su
recorrido podrian presentar contaminantes afectando asi la salud de la poblacion.
Los analisis de laboratorios son muy costosos, por lo tanto, se han desarrollado
diferentes técnicas para la evaluacion de la calidad del agua, denominados
Bioensayos, los que utilizan como bioindicadores organismos vegetales y animales
cuidadosamente seleccionados, los cuales dan una respuesta dependiendo del
estimulo al que son sometidos, como clara evidencia de las afectaciones por el tipo
de agente contaminante presente en las muestras aguas. La metodologia del Allium
test fue determinada por el protocolo de (Fiskesjo, 1985), empleando plantas como
indicadores que han demostrado su utilidad en la evaluacibn de agentes

mutagénicos, determinada mediante protocolos estandarizados y validados.

La Finca “la Tormenta” ubicada en la costa caribe de nuestro pais, fue seleccionada
para la aplicacion del Allium test, en muestras de agua de la presa artesanal debido
a que este recurso acuatico se utiliza para consumo humano y diferentes actividades
agropecuarias, utlizando el Allium cepa L., como organismo vegetal por ser
sistemas no fotosintéticos y libres de cloroplastos, presentan reacciones similares a
las de los tejidos y células de los vertebrados, por lo que son tan validas como los
grupos celulares de los mamiferos para detectar citotoxicidad basal (Rank, J. &
Nielsen, M.H. , 1994), ademas de tener reaccion en parametros macroscopicos y

microscopicos frente a agentes contaminantes



II. ANTECEDENTES

El creciente desarrollo industrial y urbano ha traido consigo la aparicion de una
cantidad apreciable de sustancias quimicas toxicas, lo cual afecta tanto la salud
humana como la de los ecosistemas en paises desarrollados y en vias de desarrollo.
Recientemente se han instrumentado bioensayos rapidos con el empleo de plantas
como organismos de prueba, los que funcionan como buenas herramientas de

pesquisa inicial (Rodriguez, 2003)

Los bioensayos de genotoxicidad empleando plantas como indicadores han
demostrado su utilidad en la evaluacién de agentes mutagénicos atreves de la
deteccidn de aberraciones cromosémicas y mutagénicas (Fiskesj6, 1985), en 1938
utilizando Allium cepa se determindé los efectos de la colchicina y posteriormente en
1943 y 1945, las reacciones citologicas inducidas por sales inorganicas y series
organicas dando inicio, en la era de la mutagénesis quimica, al uso del biomonitoreo

con plantas.

Un instrumento alternativo y que complementa los tradicionales analisis quimicos
para la determinacion de toxicidad de muestras ambientales es la utilizaciéon de
estos bioensayos, ya que los organismos vivos presentan alguna respuesta a
niveles peligrosos de cualquier sustancia quimica o mezcla compleja de toxicos
presentes (CETESB, 1991). Los bioensayos in vitro han ganado aceptacion en las
estrategias de biomonitoreo, fundamentalmente porque suministran resultados
confiables, son costo-efectivos, simples y rapidos. (Gustavson KE, Sonsthagen SA,
Crunkilton RA, Harkin JM., 2000) Estos bioensayos pueden auxiliar en la evaluacion
de los efectos a la salud (toxicidad humana y animal) y de los efectos ecoldgicos de
millares de sustancias quimicas toxicas que son introducidas por varias vias en el
ambiente y permiten su aplicacion en programas de monitoreo en la evaluacion de
la toxicidad (CETESB, 1991)

El Allium cepa ha sido objeto de numerosas pruebas para determinacién de toxicidad
utilizandolo como biomonitor de toxicidad y genotoxicidad del metronidazol aplicando

el Allium test para indicacion de los compuestos quimicos y mezclas complejas,



(2006). La medicion de algunos marcadores moleculares como indicador de la
respuesta bioquimica ante los contaminantes ambientales, puede servir para mejorar
la valoracidon de las exposiciones biolégicamente importantes frente a quimicos
toxicos y a su vez aumentar la habilidad de tasar el riesgo de sus efectos sobre la

salud de las poblaciones expuestas (Fatima, R. and Ahmad M., 2005),

Segun (Andrioli, 2011) sobre la evaluacion de agentes quimicos con potencial
genotoxico en células meristematicas de Allium cepa L. se demostro en referencia a
determinar la toxicidad y genotoxicidad del Metronidazol y Tiabendazol esto con el
fin de observar el crecimiento de las raices y el rango de concentracion usada para

el estudio.

En el estudio presentado por (Restrepo, 2012) de Aberraciones cromosomales en
bulbos de cebolla Allium cepa L. inducidas por moléculas hibridas 4-
aminoquinolinicas se queria determinar las propiedades toxicolégicas de los tres
compuestos  hibridos  quinolin-tiazolidinona  (FR-72 'y  FR-121), vy
acridinepoxiisoindolindiona (FR-154) aplicandolos en el test de las raices de bulbos

de cebolla Allium cepa L.

En Nicaragua los datos en base al uso de Allium test es poco mencionado tenemos
la investigacion de Evaluaciéon de calidad del agua del cerro Musun en rio blanco,
Matagalpa-Nicaragua 2015, para determinar el grado de contaminacion del efluente
natural para utilizacion de consumo humano de la poblacion aledafia al sector.
(Harvey, 2015)



I1l. JUSTIFICACION

Nicaragua enfrenta un reto con respecto a la calidad del agua sobre todo en las
zonas Rurales debido a que no poseen acceso al abastecimiento de agua potable,
con una calidad apropiada para el consumo humano y para usos domésticos, es por
esta razén que el duefio de la finca “la Tormenta” llevo a cabo la construccion de una
presa natural para el abastecimiento de la finca, para las actividades ganaderas y

para el riego de cultivos.

Las actividades antropogénicas cercanas a la zona donde la presa se encuentra
ubicada, recurre a acciones que pueden ser la principal fuente de contaminacion,
entre ellos estan contaminantes, como fertilizantes que se utilizan para el crecimiento
del pasto del lugar, incrementando de esta manera la produccion de alimento para
los animales bovinos y equinos, esta contaminacion se logra observar mediante el

color que genera, incluyendo los sedimentos arrastrados durante la época de lluvias.

De igual forma la presa se utiliza como centro de recreacion, donde los habitantes
aledafos a la zona utilizan el agua de la presa para consumo, generando otra posible
forma de contaminacion de las aguas, por la mala higiene y mantenimiento de la

presa.

Al realizar esta investigacion tiene un papel importante para determinar si este
efluente ha sido contaminado por las actividades agricolas de la zona debido a
cambios en la consistencia del agua y si presenta contaminacion el poder brindarle
una solucion para que sea aprovechado de manera eficaz sin perjudicar la salud de
las personas y de los animales dentro de la finca. Ademas, el realizar este tipo de
estudio beneficioso para usar los efluentes acuaticos como suministros de agua
potable para pobladores de determinado lugar, o en regiones donde no se cuenta

con un sistema de alcantarillado sanitario.

Con la aplicacion de bioensayos estandarizados y validados como el Allium test se
logra detectar la presencia de agentes contaminantes aplicando los parametros

especificos del bioensayo en las muestras de aguas de la presa.



IV. OBJETIVOS

4.1. General:

Aplicar el Allium test en las muestras de agua en la presa de la Finca la
Tormenta, comarca Trinitara, municipio de Siuna, junio-diciembre 2016.

4.2. Especificos:

1. Determinar toxicidad mediante la elongacion de la raiz de Allium cepa L. en
las muestras expuestas al agua recolectadas de la presa.

2. ldentificar genotoxicidad en placas microscépicas elaboradas del 4pice de la
raiz de Allium cepa L., mediante la técnica de division celular en las fases de
la mitosis.

3. Calcular el indice mitético de las placas microscopicas elaboradas del 4pice
de la raiz del Allium cepa.

4. Valorar la zona de muestreo con mayor afectacion en los parametros

macroscopicos y microscopicos reflejados en los bulbos de Allium cepa L.



V. MARCO TEORICO

(Nancy, 2004) expresa que la Ecotoxicologia, un bioensayo o prueba de toxicidad es
una técnica empleada para determinar si un residuo quimico presente en el ambiente
esta en cantidades suficientemente altas para afectar adversamente algunos
aspectos del espectro normal de actividades de animales y plantas.se realizan con
el supuesto de que los organismos probados son “sucedaneos” o “claves” de

organismos “superiores” presentes en su ambiente natural.

Las plantas vasculares, como por ejemplo hortalizas, cereales y leguminosas, han
sido recomendadas por la Agencia de Proteccion al Medioambiente (EPA) y por la
Administracién de Drogas y Alimentos (FDA), debido a su buena sensibilidad, en

comparacion con semillas de otras especies de plantas terrestres (Nancy, 2004).

El uso de cebolla (Alllum cepa L, Liliaceae), beterraga (Beta wvulgaris L.,
Chenopodiaceae), arroz (Oriza sativa L., Poaceae) y rabanito (Raphanus sativus L.,
Brassicaceae), lechuga (Lactuca sativa) tienen gran potencialidad para evaluar la
toxicidad y el riesgo de sustancias quimicas peligrosas en el ambiente (lannacone y
Alvarifio, 2004). (Nancy, 2004)

5.1. Seleccidn de los organismos de prueba
e El organismo debe ser representativo de un grupo ecolégico importante

e Amplio conocimiento de la fisiologia, genética, taxonomia, y ecologia del
organismo.

e -Amplio rango de sensibilidad

e Disponibilidad o amplio rango de distribucion y Abundancia.

e Factibilidad de mantenimiento en el laboratorio
5.1.1. Los Organismos de prueba pueden ser:

e Organismos criados en Laboratorio

¢ Organismos colectados en campo.



5.1.2. Usos de las pruebas de toxicidad
e Factores favorables y desfavorables del ambiente.
e Efectos de los factores ambientales sobre la toxicidad de los contaminantes.
e Toxicidad de los contaminantes sobre una determinada especie.

e Sensibilidad de los organismos acuaticos.
5.1.3. Taxonomia de la cebolla (Allium cepa L)
Segun, Tropicos.org la cebolla pertenece a la siguiente Clasificacion:
Reino: Plantae
Divisién: Angiospermas IS
Orden: Asparagales

Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Familia: Amaryllidaceae o ot ‘\
Género: Allium -
Especie: cepa L. llustracién 1 Clasificacién del Allium Cepa L.

Nombre cientifico: Allium cepa L.

5.2. Principio de la prueba

Cuando un bulbo de cebolla (Allium sp) se rehidrata, se produce una estimulacion
del crecimiento de las células, lo cual permite la elongacion de las raices de la planta.
Sin embargo, cuando la hidratacion se lleva a cabo en presencia de sustancias
toxicas, la division celular de los meristemas radiculares puede inhibirse, ya sea
retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células. Este tipo de alteraciones
generalmente impide el crecimiento normal de la raiz y, por tanto, su elongacion

(Fiskesjo G. , 1985) (Fiskesjo G. , Allium test on copper in drinking water, 1981)



El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacion de la
elongacion de las raices de cebollas expuestas al toxico con las de cebollas no
expuestas, luego de un periodo de 72 h de prueba. La cuantificacion del efecto se
realiza estableciendo el porcentaje de inhibicidn del crecimiento de las raices

respecto a la longitud promedio de las raices del control

5.3. Allium test

El ensayo de Allium cepa es una prueba para el establecimiento de genotoxicidad
en ecosistemas —tierra, agua y aire —. La frecuencia de aberraciones cromosémicas
se establece en las células de las puntas de la raiz de la planta de prueba — cebolla
comun — (Allium cepa L.) cuando se proporciona evidencia de potencial genotdxico
en la sustancia. La prueba tiene en cuenta la influencia global y la accion mutua
entre las sustancias genotoxicas y material genético (cromatina, cromosomas).
(Firbas P. , 2011).

Pruebas de cebolla (Allium test) dan evidencia inflexible de la calidad del agua 'y a
diferencia de las pruebas quimicas muestran los efectos completos de
contaminacion, no sélo la presencia de sustancias que buscan los métodos

empleados por la quimica analitica. (Firbas P. , 2011)

5.4. Allium test y evaluacion genotoxicoldgica

Segun (Fiskesjo G. , 1985), los organismos bioldgicos tienen la capacidad de
expresar alteraciones mas sutiles que operan durante cierto tiempo en un
ecosistema mediante respuestas individuales (reacciones fisiolégicas, etologicas,
morfologicas y bioquimicas) o de conjunto (cambio en la estructura y dinamica de
las comunidades, perturbaciones en las cadenas tréficas etc.) por su capacidad de
detectar cambios en la calidad de los efluentes y controlar que la toxicidad este por

debajo de los limites permitidos, es por esta razon los ensayos o test bioldgicos se



estan transformando en herramientas valiosas para la evaluacion del impacto
ambiental (Fiskesj6 G. , 1985).

El Allium test es un bioensayo que permite determinar la toxicidad total y
genotoxicidad de diferentes agentes toxicos o contaminantes (Fiskesjo G. , 1985) a
partir del crecimiento de la cebolla (Allium cepa L) (Rank, J. & Nielsen, M. H., 1993),
(Rank, J. & Nielsen, M.H. , 1994), Sefalan que las raices de plantas superiores, por
ser sistemas no fotosintéticos y libres de cloroplastos, presentan reacciones
similares a las de los tejidos y células de los vertebrados, por lo que son tan validas
como los grupos celulares de los mamiferos para detectar citotoxicidad basal. En
esta misma linea argumental (Fiskesjo G. , 1997) subraya que los meristemas
radicales pueden ser empleados, ademds, para investigar la genotoxicidad
mediante analisis microscépicos de las aberraciones celulares durante la division

mitdtica.

Se ha utilizado el Allium test para detectar un gran nidmero de contaminantes
ambientales, que incluyen, iones de metales ((Mercurio:Hg), (Cobre:Cu),(Niquel:
Ni), (Cadmio: Cd), (Berilio: Be), (Aluminio: Al), (Manganeso: Mn), (Litio: Li)), metales
pesados (Zn?* (Zinc) y (Cadmio) Cd?*), pesticidas, colorantes textiles, productos
para desinfectar agua NaClO (Hipoclorito de sodio), CIO2 (Dioxido de cloro) y otros

agentes, mostrando todos ellos propiedades clastogénicas.

5.5. Control del ciclo celular

5.5.1. Fases de la Mitosis (Zarate Ramirez, V. R., Nepomuceno Serrano, T., Roché
Canseco, P. A., De la Pefia Alvarez, V. & Rosas Garay, M.A., 2012)

5.5.1.1. Interfase: la ceélula crece y el ADN se duplica. Es un periodo de

crecimiento activo del citoplasma, incluyendo la produccion de los organulos.

5.5.1.2. Profase: los cromosomas se visualizan como largos filamentos dobles,

gue se van acortando y engrosando. Cada uno esta formado por un par de



cromatidas que permanecen unidas solo a nivel del centrémero. En esta etapa los
cromosomas pasan de una forma laxa a una compacta. La envoltura nuclear se
rompe en una serie de cisternas que ya no se distinguen del reticulo

endoplasmico, de manera que se vuelve invisible con el microscopio 6ptico. Los

nucléolos desaparecen.

5.5.1.3. Metafase: aparece el huso mitotico o acromatico, formado por haces de
microtubulos; los cromosomas se unen a algunos microtibulos a través de una
estructura proteica laminar situada a cada lado del centromero, denominada
cinetocoro. También hay microtubulos polares, mas largos, que se solapan en la
region ecuatorial de la célula. Los cromosomas muestran el maximo acortamiento
y condensacion, y son desplazados por los microtubulos hasta que todos los

centromeros quedan en el plano ecuatorial.

5.5.1.4. Anafase: se separan los centrémeros hijos, y las croméatidas convirtiéndose
en cromosomas hijos. Cada juego de cromosomas hijos migra hacia un polo de la
célula. El huso mitético es la estructura que lleva a cabo la distribucion de los

cromosomas hijos en los dos ndcleos hijos.

5.5.1.5. Telofase: comienza cuando los cromosomas hijos llegan a los polos de la
célula. Los cromosomas hijos se alargan, pierden condensacién, la envoltura

nuclear se forma nuevamente a partir del reticulo endoplasmico rugoso y se forma

el nucléolo de nuevo.

= (N &

iy )\ N e &
TR R A B g B\~ = L
TS V § T 535
= N £t S SR 7 A=
NARUVR S O S
% \ =_\_<_ 1.8 X
%) e L \//‘}ed’
/0_§°
.. . = Mitosis 7
llustracion 2 Ciclo celular tori
~ Ay f~ G,
[ | & :{%' Final growth and " .
ey | » g N A \
| e N s | (D)
s ~ T
- ~
. . = s N
fuente: Internet ver en anexo:7 \ ONA replication >

10



VI. HIPOTESIS

Hipotesis alternativa, Hi

Los porcentajes promedio de inhibicion de la elongacion y la presencia de anomalias
mitéticas en las células meristematicas de la raiz de Allium cepa L., tendran relacion

con la presencia de agentes contaminantes en las muestras de agua

Hipotesis nula, Ho

Los porcentajes promedio de inhibicion de la elongacion y la presencia de anomalias
mitéticas en las células meristematicas de la raiz de Allium cepa L., no tendran

relacion con la presencia de agentes contaminantes en las muestras de agua
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https://explorable.com/es/hipotesis-de-investigacion
https://explorable.com/es/hipotesis-nula

VIl. DISENO METODOLOGICO

7.1. Areade estudio

/
/
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llustracion 3 Limite de la Finca la Tormenta
Fuente: Google earth pro. Disefiado por: Peralta J. (2016) ver anexo# 6
La presente investigacion se llevo a cabo en la presa de la finca la Tormenta ubicada
en la comarca de Trinitara, municipio de Siuna, ubicado en la siguiente coordenada

13°36'19.67"Norte y 84°35'39.75"Oeste, a una distancia de 349 km desde la ciudad

de Managua.
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7.2. Tipo de estudio

Experimental, descriptivo de corte Transversal

El presente estudio es de caracter descriptivo, ya que se analizé y describi6 las
caracteristicas del organismo de prueba (Allium cepa L.) expuesta a las muestras

agua.

Es experimental porque se cumplen 2 requisitos para lograr el control y la validez

interna realizando varias pruebas para llegar a un resultado concreto.
Segun el alcance temporal que se llevé a cabo el estudio es de corte transversal,

debido a que se refiere a un momento especifico, donde se realizé el estudio

7.3. Universo
Corresponde a 6 km del recorrido del agua de la presa de la finca la tormenta.

7.4. Muestra de estudio.
Corresponde a un total de 8000 ml de agua recolectada en 4 puntos especificos del

curso del efluente de la presa

7.5. Unidad de analisis
60 Bulbos de Allium cepa L.
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7.6. Operacion de las variables de Estudio
Tabla 1. Operacionalizacién de las variables

OBJETIVOS INDICADORES | TECNICA E
ESPECIFICOS SUB- INSTRUMENTO
VARIABLES DE
VARIABLE RECOLECCION
DE DATOS
Determinar toxicidad e Turgencia e Observacion
mediante la elongacién e Cambio de directa
de laraiz de Allium cepa color e Hoja de registro
L .
Toxicidad o Parametros e Forma de la de crecimiento de
macroscopicos raiz las raices de
e Longitud y Allium cepa L.
medicion de
la raiz.
Identificar e indice e Guia de
mitotico laboratorio.

genotoxicidad en placas
microscoépicas

elaboradas del apice de
la raiz de Allium cepa L.,
y calcular el indice

Mitotico

Genotoxicidad

e Parametros
microscopicos

e Ciclo celular
e Aberraciones
cromosoémicas

¢ Observacion
directa (uso del
Microscopio)

Fuente: Peralta J. (2016)
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7.7. Material a utilizar

Tabla 2. Material del trabajo.

Equipos Material y Cristaleria
PARAMETROS - Regla 48 tubo de ensayo de
MACROSCOPICOS - Lapiz 1.5 cm de diametro
- Cuadernos PYREX.
- Guantes
12 gradillas de
poroplast
Caja incubadora
artificial
Cinta ph
Equipos Material y Cristaleria Reactivos
PARAMETROS - Microscopio - 4 vidrio reloj - Solucion de
MICROSCOPICOS binocular - 1 caja de portaobjeto | Colchicina al 1%
compuesto. - 1 caja de cubreobjeto | - Fijador Carnoy 3:1
- Bisturi - Pipetas pasteur (etanol: Acido
- Computadora - 3 palones de 100 ml | acético glacial)

(Microsoft office)

- Tubos de ensayo
- Gradilla

- Aceite de inmersiéon

- Solucién de &cido
clorhidrico (HCI) al
50%
- Orceina
45%

Acética

Fuente: Peralta J. (2016)
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7.8. Método de Fiskesjo para Allium test

La metodologia esta determinada por el protocolo Fiskesjo, G. (1985) ISSN 0018-
0661 (Received May 4,1984) en su literatura, The Allium Test as Standard in
Environmental Monitoring. Hereditas método que esta estandarizado a nivel

internacional.

7.8.1. Protocolo de Allium test determinado por Fiskesjo, G. (1985) ISSN 0018-
0661.

La prueba de Allium cepa L., es una prueba a corto plazo con muchas ventajas:
bajo costo, la facilidad de manejar, buenas condiciones de cromosomas para el
estudio de lesiones cromosomicas o perturbacion de la division celular que incluye
la evaluacion de los riesgos de aneuploidia. La capacidad de las células de la raiz
para activar promutagenos (el sistema MFO). El uso de la serie de cebollas para
cada concentracién de la sustancia de ensayo permite consideraciones estadisticas,
ya partir de las curvas de crecimiento valores Efecto-concentracion es obtenido. La
prueba de Allium es, por ultimo, una prueba sensible que muestra buena correlacion
con otros sistemas de prueba. Por lo tanto, los resultados positivos en la prueba de
Allium deben ser considerados como una advertencia y también una indicacion de
gue la sustancia de ensayo puede ser un riesgo para la salud humana y en nuestro
medio ambiente. (Fiskesjo G. , 1985).

7.8.1.1 El organismo de prueba:

Bulbos de igual tamafio se eligen a partir de una poblacion de la Allium cepa comun
(2n = 16), se cultivan en cada liquido de prueba. Las cebollas no deberian haber
empezado a disparar de hojas verdes, ya que también la restriccion de la hoja de
crecimiento se puede utilizar como un parametro para los efectos de diversos

tratamientos.

El material de ensayo se puede almacenar facilmente en condiciones secas por 10 -

20°C hasta después de la préxima temporada de cosecha. Después de la cosecha,
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las cebollas se deben almacenar unos pocos meses antes de su uso (reposo

invernal).

Para el experimento, se secan los bulbos y los que estén con moho deben ser
desechados. Se seleccionan bulbos pequefios de alrededor de 1,5 a 2,0 cm de
diametro encajan bien en los tubos de ensayo ordinarias de 1,5 cm de diametro con

una longitud de 10 cm.
7.8.1.2. Preparacion de las muestras
e Muestra de referencia

Se recolecté 8000 ml de agua de la presa de la finca la Tormenta, haciéndose la

recolecta en 4 puntos especificos.
e Muestra control

2000 ml de agua de grifo recolectada en bodega del departamento de Biologia,
pabellén 50, que sirvio de indicador del crecimiento normal de la raiz del Allium cepa
L.

7.8.1.3. Procedimiento de la prueba:

Antes de la prueba de inicio, se descaman los bulbos dejando intacto el anillo
radicular. Si se va a iniciar con muchas cebollas al mismo tiempo, los bulbos
descamados(pelados), deben ponerse en agua dulce durante el procedimiento de
limpieza continua para proteger anillo radical. Los bulbos se colocan en papel toalla
para eliminar el exceso de agua a partir de entonces se ponen en tubo de ensayo,

llenos del liquido de ensayo.

Los experimentos deben realizarse en la temperatura ambiente y constante relativa

aproximadamente a + 20°C y protegidos de la luz directa del sol.

Los liquidos de prueba deben ser almacenados en un refrigerador (+ 4°C y son

llevados a temperatura ambiente sobre una hora antes de su uso).
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El procedimiento de prueba puede seguir ya sea la forma original o la forma

modificada del método. Las dos formas difieren en los siguientes aspectos:

En la forma original de la prueba de Allium cepa L, se inicia el crecimiento de las
raices en agua pura (por ejemplo, agua del grifo de buena calidad). Cuando las
raices han alcanzado la longitud de 1-2 cm, los tratamientos se llevan a cabo a

intervalos de tiempo ciertos (por ejemplo, 4h o 24h).

Para un estudio detallado de las configuraciones de cromosomas (por ejemplo,
cromosoma, aberraciones, cromatidas) pueden ser realizadas, un tratamiento
adicional para 1-2h con 0,1% colchicina antes de la preparacion de laminas (una

punta de la raiz en cada diapositiva) para estudios microscopicos.

En la forma modificada de la prueba Allium cepa L., las cebollas se colocan
directamente en los liquidos de ensayo sin la germinacion previa de las puntas de
las raices. Los liquidos de ensayo deben ser cambiados regularmente todos los dias.

Por falta de liquidos, se podran sustituir sélo las cantidades evaporadas.
Se incuba en las siguientes condiciones:

e Temperatura ambiente de 25°C
e Oscuridad

e Duracion de muestreo de 72 horas
7.8.2. Parametros macroscoépicos

El parametro macroscépico mas importante es la longitud de la raiz, sino también
la restriccion del crecimiento de las hojas verdes y otros parametros se puede
utilizar: Como observaciones estandar se pueden usar los siguientes parametros

macroscopicamente:

e 7.8.2.1. Turgencia: la dureza de las puntas de las raices; es un parametro que
sefala el grado de toxicidad. En tratamientos que causa alta toxicidad de las

raices los cual se aflojaran y mueren, y por lo tanto este parametro es
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especialmente, Gtil en las pruebas preliminares de las concentraciones para ser
elegidos para el experimento.

7.8.2.2. Cambio de Color: Durante el experimento, las puntas de las raices;
asi como a todas las plantas que pueden cambiar de color, ya sea por el
tratamiento con salinidad (por ejemplo: azul-verde de sulfato de cobre), o las
puntas de las raices pueden volverse de color toxicos que causan la muerte
celular.

7.8.2.3. Forma de la raiz: Formacion de C- tumor (hinchazon de las puntas de
las raices concomitante de c- mitosis. Este fendbmeno es observable después
de 3 a 5 dias, pero es mas pronunciada después de unos cuantos dias de
cultivo);Doblado de raices o puntas de las raices (puede ocurrir, por ejemplo,
después del tratamiento con sales de metales).

7.8.2.4. La longitud de raiz: Cuantifica la sensibilidad mediante la inhibicién
del crecimiento radicular de los bulbos. Los valores promedio de longitud de
raices pueden trazarse en un diagrama (abscisa: concentracion de tratamiento;
ordenada: longitud de la raiz en el porcentaje de control). A partir de una curva
de este tipo, los valores CE (Concentracion Efectiva) se pueden obtener:
EC10, EC50, EC90 representadas respectivamente, las concentraciones de
efecto del dafio de 10, 50 y 90% (en este caso la restriccion del crecimiento)
en relacion al control.

7.8.2.5. Medicion de la longitud de raices: un comentario especial sobre el
procedimiento para la medicién de las longitudes de raiz puede ser necesaria:
Normalmente, la longitud de todo el manojo de raiz se mide fuera del tubo de
ensayo por una regla. Un método que da un valor para cada bulbo. Este método
permite que los experimentos sean continuos.Una forma mas precisa de medir
seria medir cada raiz de cada bulbo, exigir la eliminacion de las raices y la
terminacién del experimento. Mediante este método, esas raices se pierden
gue son mecanicamente dobladas o dafiada, por ejemplo, pueden las puntas

de las raices que falten.
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7.8.3. Laminas para estudios microscopicos

Son preparados después del cambio de liquidos en el dia 2, independientemente de
la longitud de la raiz. De cada uno de 5 bulbos en una serie de 10, un apice de la
raiz se toma para cada uno de 5 laminas. De cada lamina, se calcula el indice
mitético para 400 células. Los siguientes dias, se realizan fotografia de las
observaciones macroscopicas de la serie de prueba. Las raices se fijan mediante el
fijador de Carnoy (3:1 etanol: acido acético glacial) guardandose en la nevera a 4°C

hasta el momento de su uso.

7.8.3.1. METODO DE DIVISION CELULAR.

La preparacion de las laminas se realiza de acuerdo al siguiente protocolo
(Jimenez-Martin, G.; Gonzalez, A.y J.A. Lopez, 1965), (Sharma, A. K. y A. Sharma,
1972):

1.- Lavar las raices para eliminar el fijador Carnoy. Para ello colocar las raices en
un vidrio de reloj o en una capsula de Petri con agua destilada por 5 minutos.
Realizar tres cambios de agua destilada, para un total de 15 min de proceso de

lavado.

2.- Maceracion: para ello elimine el agua destilada y afiada HCI (Acido clorhidrico)
al 50%, y dejar actuar por 15 minutos, o por el tiempo minimo suficiente para que
el tejido radical se ablande. La maceracion provoca la disgregacion celular del
tejido meristematico, por degradacion de lalamela media de la pared

celular, permitiendo una buena separacion de las células.

Este paso es muy sensible al tiempo transcurrido: si se deja actuar demasiado al
acido, éste digiere completamente la lamela media y penetra en el interior
celular comenzando la degradacion del protoplasto y su contenido; por el
contrario, si el tiempo de accion del acido no es suficiente, no se lograra la

degradacion de la lamela media y la consecuente disgregacion del tejido
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meristematico y las células no podran por tanto disponerse en una monocapa
luego de su separacion, por lo que los resultados seran laminas con células

superpuestas, donde es imposible distinguir las diferentes fases mitoticas.

3.- Lavar las raices para eliminar el HCI, utilizando 3 cambios de agua destilada
de 5 minutos cada uno, para un total de 15 min de proceso de lavado. Es
importante el lavado del HCI pues éste interfiere con la coloracion de los

cromosomas.

4.- Disgregacion: afadir una gota de acido acético al 45% en una lamina
portaobjetos, luego colocar la raiz, cortar con una hojilla y conservar los 2 mm
terminales del lado del meristema (del lado de la caliptra o cofia) y eliminar el resto
de la raiz. El meristema se distingue por ser mas blanco. Con un par de agujas
finas se disgrega el meristema en tiras finas como mechas y se elimina en lo
posible la caliptra terminal, dejando lo més limpio y disgregado posible el tejido
meristematico. Es muy importante no dejar nunca que el material se seque

en lalamina portaobjetos.

5.- Se coloca una gota de colorante (orceina acética 45%) sobre el material
disgregado. Esperar 1 a 3 minutos, cuidando en todo momento que el material no

se seque y monitoreando bajo la lupa el avance del proceso de coloracion.

6.- Cuando las tiras de tejido hayan adquirido coloracién uniforme se tapa el
preparado con un cubreobjetos teniendo cuidado que no entre aire. Esperar un

minuto.

7.- Colocar la lamina entre hojas de papel de filtro o una servilleta absorbente y
presionar con la yema del dedo pulgar firmemente contra la superficie plana y
uniforme de una mesa, pero con cuidado de no romper la lamina, y, sobre todo,
de no mover lateralmente el cubreobjetos mientras se ejerce la presién; el

movimiento lateral del cubreobjetos genera el enrollamiento de las células
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meristematicas disgregadas sobre el portaobjeto, generando la pérdida de la

preparacion.

8.- Realice las observaciones bajo el microscopio, comenzando por ubicar las
agrupaciones de células meristematicas sobre el portaobjetos para luego cambiar
a un aumento de observacibn mayor e identificar las distintas fases que
caracterizan la division celular (interface y mitosis) y de la mitosis (profase,
metafase, anafase y telofase).

9.- Para el analisis microscopico se escogieron los campos en los que
mayoritariamente hubiera células meristeméticas y se procedi6 a su recuento, para
posteriormente calcular el porcentaje de células por cada fase de la mitosis segun

recomendaciones de Urteaga y Lallana (2005). (Mufioz-Solarte, 2013)

Haciendo uso de las siguientes Formulas
indice Mitético Total: IP+IM+IA+IT * 100
indice de Fases: No. De células en fase/ No. Total de células
indice de Profase: Células en Profase/ No. Total, de células.
indice de Metafase: Células en Metafase/ No. Total, de células.
indice de Anafase: Células en Anafase/ No. Total, de células.

Iindice de Telofase: Células en Telofase/ No. Total, de células.

Se indica el indice mitotico general a las 24 h, 48 hy 72 h, en las diferentes placas
microscoépicas realizadas mediante la técnica de Squash, estas pasaron por un
proceso de seleccién, dividiendo la imagen en cuadrantes al ser observadas en el
Microscopio Olympus (100X) y eligiéndose las mas representativas para su conteo;
por lo tanto, se seleccionaron cuatro imagenes por muestras para realizar la

sumatoria del niumero de células en division.

IP+IM+IA+IT: Ver significado en Anexos #7 (Abreviaturas) pagina 87
IP: indice de Profase IA: indice de Anafase

IM: indice de metafase IT: indice de telofase
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VIII. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El analisis de esta investigacion consta en la aplicacion del bioensayo que fue de la
forma modificada segun Fiskesjo, G. (1985), tomando 60 bulbos de Allium cepa L.
como organismo de prueba, que fueron expuestos a una muestra control (agua de

grifo) y una muestra problema (agua recolectada) por un periodo de 72 horas

8.1. Elongacion de la Raiz de Allium cepa L.
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Pardmetros Macroscépicos en los bulbos de Allium cepa L., donde E(Elongacidon), T(Turgencia), C.C (Cambio de color) y F.R. (Formade la
raiz) en Intervalos de tiempo de 24, 48 y 72 Horas en el Punto Alto.

Tabla 3 Periodo de exposicién de los Bulbos de Allium cepa L., en el punto alto

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
E. T. C. F.R. E. T. C. F.R. |E. T. C. F.R.
0,3 cm 1,9cm 3,5cm
0,1 cm 0,2 cm 0,7 cm
0,8 cm 2,1 cm 3,5cm
|9 0,3 cm 1,7 cm 3cm
< |lcm 2,5cm 3,9 cm
|C_) 0,9cm 2,4 cm 4,2 cm
% 0,1cm 0,5cm 0,5cm
o 0,4 cm 0,9 cm 1,9cm
0 0,6 cm 0,6 cm
0,4 cm 1,2cm 2,7cm
0,3 cm lcm lcm
0,6 cm 2,5cm 3,7cm

Fuente: Peralta J. (2016)

Tabla 4 Caracterizacion de Parametros Macroscopicos.

Turgencia El color blanco significa que no hay Parametros Macroscépicos dentro de los bulbos de
Color Allium cepa L. durante la exposicion desde las 24 horas a las 72 horas.

Desviadas [T

El color morado indica que hay presencia de turgencia lo cual significa que hay
ablandamiento de las raices y de los bulbos de Allium cepa L., El color verde indica que
hay cambio de color en el anillo del primordio radical, y en el bulbo de Allium cepa L., El
color celeste indica que la raiz presenta un cambio de forma que no era Lineal como las
demas raices.
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Pardmetros Macroscépicos en los bulbos de Allium cepa L., donde E(Elongacidn), T(Turgencia), C.C (Cambio de color) y F.R. (Formade la
raiz) en Intervalos de tiempo de 24, 48 y 72 Horas en el Punto Medio.

Tabla 5 Periodo de Exposicidon de los Bulbos de Allium cepalL., en el Punto Medio

24 48

HORAS HORAS 72 HORAS

E. T. C. F.R. E. T. C. E. T. C.
0,2 cm 1,2cm 2,8cm

0,2cm _ 1,7cm 2,6 cm

0,5cm 2,2 cm 3cm

0,7 cm 2,5cm 3,2cm

PUNTO MEDIO

F.R.

1,2cm 3cm 4,3 cm
0,2 cm 1,2 cm 1,4 cm
0,4 cm 1,2 cm 1,7cm
0,7 cm 2,2cm 3,8 cm
0,5cm 1,9cm 3,8 cm
0,4 cm 1,8cm 3,4 cm
0,2 cm 1,3cm 1,8cm
1,2cm 3cm 5cm

Fuente: Peralta J. (2016)

Tabla 6 Caracterizacion de Parametros Macroscopicos.

T. El color blanco significa que no hay Parametros Macroscopicos dentro de los bulbos de Allium
C. cepa L. durante la exposicion desde las 24 horas a las 72 horas.

FR [

El color morado indica que hay presencia de turgencia lo cual significa que hay ablandamiento
de las raices y de los bulbos de Allium cepa L. El color verde indica que hay cambio de color
en el anillo del primordio radical, y en el bulbo de Allium cepa L. El color celeste indica que la
raiz presenta un cambio de forma que no era Lineal como las demas raices.
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Caracterizacion de los Parametros Macroscopicos en los bulbos de Allium cepa L., donde E(Elongacién), T(Turgencia), C.C (Cambio de color)
y F.R. (Forma de laraiz) en Intervalos de tiempo de 24, 48y 72 Horas en el Punto Bajo.

Tabla 7 Periodo de Exposicion de los Bulbos de Allium cepa L en el Punto Bajo

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
E. T. C. F.R. E. T. C. F.R. E. T. C. F.R.
1lcm 2,5cm 3,8 cm
0,5cm 1,9cm 3,3cm
0,2 cm 0,4 cm 1,5cm
o 0,1 cm 0,5cm 1,3cm
é 0,1cm 0,5cm 1,7cm
E 0,5cm 1,2cm 3,2cm
% 0,2 cm 0,5cm 2cm
[a¥ 0,7 cm 1,5cm 3cm
0,1cm lcm 2,6 cm
0,2 cm 0,5cm 2,2cm
0,4 cm 1,5cm 3,3cm
lcm 3cm 52cm

Fuente: Peralta J. (2016)

T Tabla 8 Caracterizacion de Parametros Macroscopicos.

El color blanco significa que no hay Pardmetros Macroscopicos dentro de los bulbos de

C.
E_ Allium cepa L. durante la exposicion desde las 24 horas a las 72 horas.

El color morado indica que hay presencia de turgencia lo cual significa que hay ablandamiento
de las raices y de los bulbos de Allium cepa L.EI color verde indica que hay cambio de color en
el anillo del primordio radical, y en el bulbo de Allium cepa L. El color celeste indica que la raiz
presenta un cambio de forma que no era Lineal como las demas raices
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Caracterizacion de los Parametros Macroscopicos en los bulbos de Allium cepa L., donde E(Elongacion), T(Turgencia), C.C (Cambio
de color) y F.R. (Forma de la raiz) en Intervalos de tiempo de 24, 48y 72 Horas en el Punto del Pozo

Tabla 9 Periodo de Exposicion de los Bulbos de Allium cepalL., en el Punto del Pozo.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

0,5cm
0,8 cm
2,8 cm
1,4 cm
2,3cm
lcm

0,5cm
1,2 cm
1,1cm

PUNTO DEL POZO

0,3cm 1,5cm
0,6 cm 2,4 cm
0,1 cm 0,3cm

Fuente: Peralta J. (2016)

Tabla 10 Caracterizacién de Pardmetros Macroscopicos.

T El color blanco significa que no hay Parametros Macroscopicos dentro de los bulbos de Allium cepa
C. L. durante la exposicion desde las 24 horas a las 72 horas.
F.R

El color morado indica que hay presencia de turgencia lo cual significa que hay ablandamiento de las raices y de los bulbos de
Allium cepa L.,El color verde indica que hay cambio de color en el anillo del primordio radical, y en el bulbo de Allium cepa L., El
color celeste indica que la raiz presenta un cambio de forma que no era Lineal como las demas raices.
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Caracterizacion de los Parametros Macroscoépicos en los bulbos de Allium cepa L., donde E(Elongacion), T(Turgencia), C.C (Cambio de color) y
F.R. (Forma de laraiz) en Intervalos de tiempo de 24, 48y 72 Horas en el Control.

Tabla 11 Periodo de Exposicion de los Bulbos de Allium cepa L., en el Control.

Fuente: Peralta J. (2016)

T.

C.

Tabla 12 Caracterizacion de Parametros Macroscoépicos.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
E. T. C. F.R. E. T. C. F.R. E. T. C. F.R.
0 0,1 cm 0,8 cm
0,8 cm - 2cm 3 cm
0,3 cm 1,3cm 1,6 cm
iy 0,3cm 1,4cm 3,2¢cm
8 0,7 cm 1,5 cm 2,7¢cm
E 0 0,2 cm
8 0,7 cm 1,4 cm 2,7 cm
0,5cm 0,5cm lcm
0,7 cm 2,9cm 5cm
0,1cm 3cm 4,5 cm
1,5cm 3,1cm 4,4 cm
1,4cm 3 cm 5cm

El color blanco significa que no hay Parametros Macroscopicos dentro de los bulbos de Allium

E_ cepa L. durante la exposicion desde las 24 horas a las 72 horas.

El color morado indica que hay presencia de turgencia lo cual significa que hay ablandamiento de las raices y de los bulbos
de Allium cepa L., El color verde indica que hay cambio de color en el anillo del primordio radical, y en el bulbo de Allium
cepa L., El color celeste indica que la raiz presenta un cambio de forma que no era Lineal como las demas raices
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8.1.1. Crecimiento Promedio de las raices de Allium cepa L.
Tabla 13 Valores promedio de elongacién de las raices de Allium cepa L, alas 24, 48

y 72 horas de exposicion.

Tomando en cuenta los datos de la elongacion de la raiz de Allium cepa L., de las
tablas # 3, 5, 7,9.11 anteriormente visualizadas Se prosigui6 a realizar los promedios

para cada muestra por las horas de exposicion

Horas Valores promedio de las raices
Alto (cm) Medio Bajo (cm) | Pozo (cm) | Control
(cm) (cm)
24 0.433 0.533 0.417 0.408 0.667
48 1.458 1.933 1.250 1.317 1.758
72 2.433 3.0667 2.758 2.642 2.86

Fuente: Peralta J. (2016)

En la tabla 13 se reflejan los promedios generales de la elongacion de las raices a
las 24, 48 y 72 horas expuestas a las muestras de agua recolectadas, donde se
observa que a las 72 horas el Control es de 2.86 cm de promedio, con respecto a las
demas muestras indican similitud a excepcion del Punto Medio que presento una
elongacion de raiz con 3.066 cm. Siendo mayor con respecto al promedio del control

a las 72 horas de exposicion de los bulbos de Allium cepa L, a las muestras de agua.
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Gréfica 1 Valores promedio de elongacion de las raices de Allium cepallL.,
Horas vs Muestras

Crecimiento por Horas vs Muestras

3,0667

2;86
2,433 2,758 2,642
7 7758
1, -
0,433~ —8;533- 0,417 0;408 it
Alto Medio Bajo Pozo Control

== 24horas 48horas 72horas

En la gréafica 1 se reflejan los datos promedios de la elongacion de las raices de la

tabla # 13 para las 24, 48, 72 horas de exposicion donde se observa que el punto
Medio es del mayor crecimiento con 3.0667 cm a las 72 horas, seguido del punto
bajo con 2.758 cm, el control con 2.86 cm, el pozo con 2.642 cm, por ultimo, el punto
alto con 2.433 cm obteniendo el promedio més bajo.

Seguidamente A nivel general se realizan las observaciones de los datos de
las tablas # 3, 5, 7,9.11 a las 24 horas de exposicion de los 60 bulbos de Allium
cepa L., para visualizar los parametros macroscépicos de Turgencia, Cambio

de color y forma de laraiz, Dieron los siguientes resultados.

Se logra observar los datos de los pardmetros macroscépico, donde el organismo de
prueba fueron 60 bulbos de Allium cepa L. (Cebolla) expuestas a un control y a las
muestras recolectadas de la presa, cada analisis se hizo con un total de 12 bulbos
por cada punto y control, observandose en primer lugar el pardmetro de turgencia,
donde 56 de los 60 bulbos presentaron una dureza caracteristica en las raices y 4
de los 60 bulbos presentaron alteraciones ( 1 bulbo del punto alto, 1 bulbo del punto
medio, 1 bulbo del punto del pozo y 1 bulbo del control) como suavidad en la textura

de la raiz y el bulbo completo, en el siguiente parametro que es forma de la raiz se
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encontraron que de los 60 bulbos 48 estaban con la forma lineal de las raices y los
otros 12 presentaron alteraciones en la raiz (1 bulbo para el punto medio, 5 bulbos
para el punto del pozo, y 6 bulbos fueron sometidos al agua control),las cuales se
encontraban desviadas hacia arriba. con respecto al cambio del color 14 de los 60
bulbos presentaron alteraciones alrededor del anillo del primordio radical (12 bulbos
para el agua del pozo y 2 bulbo sometido al agua del grifo), teniendo un

oscurecimiento y en 46 no se encontré ninguna alteracion

Seguidamente A nivel general se realizan las observaciones de los datos de
las tablas # 3, 5, 7,9.11 a las 48 horas de exposicién de los 60 bulbos de Allium
cepa L., para visualizar los pardmetros macroscopicos de Turgencia, Cambio

de color y forma de laraiz, Dieron los siguientes resultados.

Se logra observar los analisis de los parametros macroscopico, donde el organismo
de prueba fueron 60 bulbos de Allium cepa L. (Cebolla) expuestas a un control y a
las muestras recolectadas de la presa, cada andlisis se hizo con un total de 12 bulbos
por cada punto y control, en primer lugar el parametro de turgencia, donde 50 de los
60 bulbos presentaron una dureza caracteristica en las raices y 10 de los 60 bulbos
presentaron alteraciones ( 4 bulbo del punto alto, 2 bulbo del punto medio, 2 bulbo
del punto del pozo y 2 bulbo del control) como suavidad en la textura de la raiz y el
bulbo completo, en el siguiente parametro que es forma de la raiz se encontraron
que de los 60 bulbos 19 estaban con la forma lineal de las raices y los otros 41
presentaron alteraciones en la raiz (6 bulbos para el punto alto, 7 bulbos para el
punto medio, 9 bulbos para el punto bajo, 10 bulbos para el punto del pozo, y 8
bulbos fueron sometidos al agua control),las cuales se encontraban desviadas hacia
arriba. con respecto al cambio del color 16 de los 60 bulbos presentaron alteraciones
alrededor del anillo del primordio radical (1 bulbo para el punto alto, 1 bulbo para el
punto medio, 12 bulbos para el agua del pozo y 2 bulbo sometido al agua del grifo),

teniendo un oscurecimiento y en 44 no se encontro ninguna alteracion

31



Seguidamente A nivel general se realizan las observaciones de los datos de
las tablas # 3, 5, 7,9.11 alas 72 horas de exposicion de los 60 bulbos de Allium
cepa L., para visualizar los parametros macroscoépicos de Turgencia, Cambio

de color y forma de laraiz, Dieron los siguientes resultados.

Se logra observar los analisis de los parametros macroscopico, donde el organismo
de prueba fueron 60 bulbos de Allium cepa L.(Cebolla) expuestas a un control y a
las muestras recolectadas de la presa, cada andlisis se hizo con un total de 12 bulbos
por cada punto y control, en primer lugar el parametro de turgencia, donde 34 de los
60 bulbos presentaron una dureza caracteristica en las raices y 26 de los 60 bulbos
presentaron alteraciones ( 10 bulbo del punto alto, 4 bulbo del punto medio, 4 bulbos
para el punto bajo, 6 bulbo del punto del pozo y 2 bulbo del control) como suavidad
en la textura de la raiz y el bulbo completo, en el siguiente parametro que es forma
de la raiz se encontraron que de los 60 bulbos 11 estaban con la forma lineal de las
raices y los otros 49 presentaron alteraciones en la raiz (9 bulbos para el punto alto,
10 bulbos para el punto medio, 12 bulbos para el punto bajo, 10 bulbos para el punto
del pozo, y 8 bulbos fueron sometidos al agua control),las cuales se encontraban
desviadas hacia arriba. con respecto al cambio del color 19 de los 60 bulbos
presentaron alteraciones alrededor del anillo del primordio radical (2 bulbo para el
punto alto, 2 bulbo para el punto medio, 2 bulbo para el punto bajo, 12 bulbos para
el agua del pozo y 2 bulbo sometido al agua del grifo), teniendo un oscurecimiento y

en 44 no se encontré ninguna alteracion
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8.2. Observaciones de Placas Microscoépicas

Tabla 14 Observaciones de las placas Microscopicas realizadas mediante la técnica
de divisién celular.

PUNTOS
DE
MUESTREO

PROFASE

METAFASE

ANAFASE

TELOFASE

CONTROL

PUNTO
ALTO

PUNTO
MEDIO

PUNTO
BAJO
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Fuente: Peralta J. (2016) fotografias tomadas por: Peralta J. (2016) editadas con el

software Gimp 2

En la tabla #17 se destacan las 4 fases de la mitosis normal de un total de 55 laminas

preparadas por la técnica de division celular, durante un periodo de 72 horas,

haciendo una visualizacion de las laminas cada 24 horas hasta completar el ciclo del

test. En las 4 muestras de agua recolectadas de los diferentes puntos de muestreo

y el control. Se analizaron 1821 células encontrando 320 células en Profase, 41

células en Metafase, 24 células en Anafase y 51 en Telofase. En la tabla #17 se

muestran algunas de las fotografias donde se logra observar las fases mitéticas

encontradas.

La presencia de las diferentes fases mitéticas evidencia la elongacion activa de la

raiz de Allium cepa L.
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8.2.1. Fases Mitoticas alteradas
Tabla 15 Identificacion de fases Mitoéticas alteradas

A

a-Profase Normal (B)- Metafase Normal, (c)- Anafase Normal, (D)- Telofase Normal, (E) C-Mitosis, (F) Cromosomas

Vagabundos en anafase, (G) Anafase Bridge

Fuente: Peralta J. (2016) fotografias tomadas por: Peralta J. (2016) editadas con el software Gimp 2

El analisis microscoépico desarrollado del apice de la raiz de Allium cepa L, revela presencia predominante de los dafios
en los cromosomas de la fase de la mitosis, (E) C-Mitosis (F)-Cromosomas Vagabundos en anafase, (G) Anafase
Bridge esto se puede inferir a la posible influencia de ciertos metales en las muestras de agua recolectadas de la presa,
dado que las células vegetales poseen mecanismos de proteccidén contra los metales pesados.
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8.3. indice Mitético

Tabla 16 Registro del indice Mit6tico en las Muestras de agua de los 5 puntos

indice Mitético

Muestras 24 Horas 48 Horas 72 Horas IM Parcial IM Total

Control 107.99 84.97 83.68 276.64|276,64/3: 92,21 92.21
Punto Alto 69.3 79.1 92.84 241.241241,24/3: 80,41 80.41
Punto Medio 80.56 77.34 96.59 254.49|254,49/3: 84,83 84.83
Punto Bajo 45,06 86.58 117.16 248.8|248,8/3: 82,93 82.93
Punto del Pozo 104.97 95.94 96.21 297.121297,12/3: 99,04 99.04

Fuente: Peralta J. (2016)

Los datos del porcentaje por dia del indice Mit6tico se muestran en las tablas de la Nimero 21 al nimero 50 en anexo # 3

Se refleja en la tabla 16 los datos del primer, segundo y tercer dia del indice mitético donde se demuestra el porcentaje de

divisibn mitética, estos valores se suman de manera horizontal para obtener el porcentaje del nimero total de células en

division finalmente se dividen entre los 3 dias de conteo dando como resultado para el control un indice Mitético de 92.21%

el punto del Pozo con 99.04%, el punto medio con 84.83%, el punto Bajo con 82.93% y por ultimo el punto Alto con 80.41%.

Notablemente se observa que la mayor division mitética se encuentra en el punto del Pozo
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IX. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos existe una relacion en los porcentajes de inhibicion
de la elongacion de la raiz y la presencia de anomalias mitéticas en las células
meristematicas del apice de la raiz de Allium cepa L. llegando a las siguientes

conclusiones:

> Se determiné que las muestras de agua no presentaban agentes toxicos, que
inhiban el crecimiento de las raices obteniendo una elongacién a las 72 horas
para el control de 2.86 cm, para el Punto Medio de 3.066 cm, para el Punto
Alto de 2.433 cm, el Punto del Pozo fue de 2.642 cm y el del Punto Bajo con
2.758 cm.

> Se identificé las siguientes anomalias mitéticas por la presencia de agentes
genotodxicos como C-Mitosis, Cromosomas Vagabundos, Anafase Bridge
en el Punto Alto, Medio, Bajo y Pozo.

> Al calcular el indice Mitético a las 72 h se demuestra que para el control es de
92.21% seguido del punto del Pozo con 99.04%, el punto medio con 84.83%,
el punto Bajo con 82.93% y el punto Alto con 80.41%.

» Se encontr6 mayor afectacion en el punto del Pozo por presentar una

elongacion de raiz de 2.642 cm y un indice mitético de 99.04%.
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X. RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos se formul6 las siguientes recomendaciones:

» Continuar con la linea de investigacion de bioensayos utilizando otros
organismos de prueba vegetales y animales.

» Realizar un analisis fisico-quimico y microbiologico en este cuerpo de agua.

» Aplicar una encuesta a la comunidad aledafia a la finca para evaluar las
diferentes patologias presentadas.

» En cuanto a los resultados encontrados en el punto del pozo, lo mas
recomendable es clausurarlo.

» Extender estas investigaciones utilizando bioensayos en las asignaturas de
Biologia Celular y Molecular, Fisiologia Vegetal, Microbiologia y

Biotecnologia.
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Xll. ANEXOS



Anexo 1. Hoja de registro del Allium cepa L., expuesta a las muestras
problema

UNAN-MANAGUA

Departamento de Biologia

Tabla de documentacion de datos en cm para llevar un registro de
crecimiento de la raiz del Allium cepa L., sometidas a las muestras

Muestras -
Dia 1 (24 horas) Dia 2 (48 horas) Dia 3 (72 horas)

Fuente: Peralta J. (2016)
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Anexo 2. Registro de parametros macroscopicos en las muestras
recolectadas (Agua de lafinca) y el control.

Donde para medir cada parametro se analizaron cada una de las siguientes

caracteristicas midiéndolas por horas alas 24 horas, alas 48 horas y alas 72
horas de exposicion
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Tabla 17 Analisis de los Parametros Macroscopicos en Allium cepa L.

Parametros de turgencia, forma de la raiz y cambio de color en los 60 bulbos de Allium
cepa L., alas 24 horas de exposicion

NORMAL VALOR | ALTERADA VALOR #
PARAMETRO #
Observacion de las muestras a las 24 horas
TURGENCIA
4
FORMA DE
LA RAIZ 12
CAMBIO
DE COLOR 14

Fotografias tomadas por: Peralta J. (2016) editadas con el software Gimp 2
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Tabla 18 Analisis de los Pardmetros Macroscoépicos EN Allium cepa L.

Parametros de turgencia, forma de la raiz y cambio de color en los 60 bulbos de Allium
cepa L., alas 48 horas de exposicion

NORMAL VALOR | ALTERADA VALOR
PARAMETRO
Observacion de las muestras a las 48 horas
TURGENCIA
10
FORMA DE
LA RAIZ 41
CAMBIO DE
COLOR 16

Fotografias tomadas por: Peralta J. (2016) editadas con el software Gimp 2
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Tabla 19 Analisis de los Pardmetros Macroscopicos en Allium cepa L.

Parametros de turgencia, forma de la raiz y cambio de color en los 60 bulbos de Allium
cepa L., alas 72 horas de exposicion

NORMAL VALOR | ALTERADA VALOR
PARAMETRO # #

Observacion de las muestras a las 72 horas

TURGENCIA

FORMA DE
LA RAIZ

CAMBIO DE
COLOR

Fotografias tomadas por: Peralta J. (2016) editadas con el software Gimp 2
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Anexo 3. Conteo del indice Mit6tico de las placas Microscépicas
indice Mitético Total: IP+IM+IA+IT * 100

indice de Fases: No. De células en fase/ No. Total de células

indice de Profase: Células en Profase/ No. Total, de células.

indice de Metafase: Células en Metafase/ No. Total, de células.

indice de Anafase: Células en Anafase/ No. Total, de células.
indice de Telofase: Células en Telofase/ No. Total, de células.

Ver en anexo 9 abreviaturas en la pagina #75
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Conteo de las laminas microscépicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el control durante las primeras 24 horas.

Tabla 20 Muestras Control a las 24 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 \ MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
ZE’ células células células
% P 11 0,2682 P 10 0,2 P 5 0,1111
T | M 1 0,0243 M 0 0 M 3 0,0666
N A 1 41 |0,0243 A 2 50 0,04 A 1 45 0,0222
a | T 0 0 T 1 0,02 T 0 0
8 SUMA 0,3168 SUMA 0,26 SUMA 0,1999
E |z 2
o) > *100= > *100= > *100=
) 31,68 % 26 % 19,99 %
NCFM: nimero de células en fases mitéticas- NTC: nUmero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 21 Suma de Porcentajes del control a las 24 Horas No. De | No. NCEM/NTC
Células | Total
Suma de Porcentajes del Primer dia de
1- 31,68 2 células
2. 26 % P 13 0,2131
3- 10,19 T 61 [00169
- N L
: 13?35 107,99% 3 1 0,0163
) ) 0
7 | SUMA 0,3112
=12
Z * -
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de 8 2 10%‘
células en fase entre el nUmero total de células encontradas 31,12 %
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Conteo de las laminas microscOpicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células

meristematicas en el control a las 48 horas.

Tabla 22 Muestras Control a las 48 horas.

|
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
células células células
P 6 0,1153 P 6 0,1176 P 13 0,1566
M 2 0,0384 M 1 0,0196 M 3 0,0361
A 0 52 |0 A 1 51 0,0196 A 4 83 0,0481
T 0 0 T 2 0,0392 T 2 0,024
SUMA 0.1537 SUMA 0,196 SUMA 0,2648
> >
> *100= > *100= > *100=
15,37 % 19,6 % 26,48 %
NCFM: nimero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 23 Suma de Porcentajes del control alas 48 Horas No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total
Suma de Porcentajes del segundo dia de
1- 15,37 2 células
o — - o
T ,
i 32;2 © A 2 51 |0,0392
’ 2| T 2 0,0392
84,97 84,97% 8 SUMA 0.2352
=3
zZ *10N=
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de 8 2 “100=
23,52 %

células en fase entre el nUmero total de células encontradas
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el control durante las 72 horas.

Tabla 24 Muestras Control alas 72 horas.

células en fase entre el nUmero total de células encontradas

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
2 células células células
x P 14 0,1686 P 10 0,1086 P 18 0,1875
2 I'm 2 0,024 M 2 0,0217 M 1 0,0104
N A 0 83 |0 A 0 92 0 A 1 96 0,0104
| T 2 0,024 T 3 0,0326 T 3 0,0312
8 SUMA 0,2166 SUMA 0,1629 SUMA 0,2395
E Y 3 3
@) > *100= > *100= > *100=
© 21,66 % 16,29 % 23,95 %
NCFM: numero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total
Tabla 25 Suma de Porcentajes del control a las 72 Horas. de
(n 7
Suma de Porcentajes del Tercer dia < P 17 celulas 0.1683
1- 21,66 S 'm 1 0,0099
2- 16,29 A 2 101 | 0,0198
3- 23,95 2| T 2 0,0198
4- 21,78 Q [ suma 0,2178
83,68 83,68% c 12 _
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el NUmero de 8 2 "100=
21,78 %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Alto durante las primeras 24 horas.

Tabla 26 Muestras Punto Alto a las 24 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total células | Total células | Total
5 de de de
@) células células células
1—; P 7 0,1044 P 10 0,097 P 8 0,16
N M 0 0 M 1 0,0097 M 0 0
E A 0 67 |0 A 1 103 0,0097 A 0 50 0
3 T 2 0,0298 T 2 0,0194 T 0 0
o | SUMA 0,1342 SUMA 0,1358 SUMA 0,16
= | 5 5
) > *100= > *100= > *100= 16
o 13,42 % 13,58 % %
NCFM: namero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 27 Suma de Porcentajes del Punto Alto a las 24 Horas No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total
Suma de Porcentajes del Primer dia < de
1- 13,42 DO: células
2. 13,58 5 P 10 0,1754
A 26.3 |9 A 1 57 10,0175
, 2| T 4 0,0701
69,3 69,30% < [SumMA 0,263
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de ,9 5 ’
células en fase entre el numero total de células encontradas % S *100= 26,3
a %
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Conteo de las laminas microscoépicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Alto a las 48 horas.

Tabla 28 Muestras Punto Alto 48 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC

" Células | Total células | Total células | Total
< de de de
% células células células
TP 7 0,0786 P 7 0,0886 P 5 0,0833
M 2 0,0224 M 1 0,0126 M 3 0,05
E A 0 89 |0 A 1 79 0,0126 A 0 60 0
2| T 1 0,0112 T 1 0,0126 T 1 0,0166
g SUMA 0,1122 SUMA 0,1264 SUMA 0,1499
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 11,22 % 12,64 % 19,99 %

NCFM: nimero de células en fases mitéticas NTC: nimero total de células.

MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
_ Células | Total
Tabla 29 Suma de porcentajes del Punto alto alas 48 horas 2 de
, . c células
Suma de Porcentajes del Segundo dia % S 7 0.0972

1- 11,22 Y 1 0,1388

2- 12,64 O A 2 72 10,0277

3- 14,99 BT 1 0,1388

4- 40,25 S [SUMA 0,4025

79,1 79,10% E 12
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Nimero de 2 > *100=
células en fase entre el nUmero total de células encontradas 40,25 %
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Conteo de las laminas microscoépicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Alto a las 72 horas.

Tabla 30 Muestras Punto Alto a las 72 horas

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
" Células | Total células | Total células | Total
< de de de
% células células células
TP 11 0,1124 P 14 0,175 P 25 0,2101
NN 4 0,0408 M 1 0,0125 M 4 0,0336
E A 3 98 | 0,0306 A 1 80 0,0125 A 2 119 0,0168
- | T 2 0,0204 T 2 0,025 T 2 0,0168
g SUMA 0,204 SUMA 0,225 SUMA 0,2773
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 20,4 % 22,5% 27,73 %
NCFM: nimero de células en fases mitéticas NTC: nimero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 31 Suma de Porcentajes del Punto alto a las 72 Horas. No. De | No. NCFM/NTC
” Células | Total
Suma de Porcentajes del Tercer dia é d?
1. 204 o) células
d I P 12 0,1333
2- 22,5 QIm 2 0,0222
3- 27,73 O |A 2 90 |0,0222
4- 22,21 g T 4 0,0444
92,84 92,84% o | SUMA 0,2221
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Niumero de E > .
células en fase entre el nUmero total de células encontradas E 2 *100=
22,22 %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Medio durante las primeras 24 horas.

Tabla 32 Muestras Punto Medio a las 24 horas.

células en fase entre el nUmero total de células encontradas

MUESTRA 1 MUESTRA 2 \ MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
) Células | Total células | Total células | Total
<
04 de de de
Q células células células
< | P 20 0,2325 P 12 0,1142 P 9 0,1475
8 M 2 0,0232 M 2 0,019 M 1 0,0164
a LA 0 86 |0 A 0 105 0 A 0 61 0
%J T 1 0,0116 T 3 0,285 T 0 0
o SUMA 0,2673 SUMA 0,1617 SUMA 0,1639
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 26,73 % 16,17 % 16,39 %
NCFM: nimero de células en fases mitdticas NTC: numero total de células.
MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total
Tabla 33 Suma de Porcentajes del Punto Medio a las 24 Horas é de
, ; . % células
Suma de Porcentajes del Primer dia S|P ) 0,1702
1- 26,73 8 M 0 0
2- 16,17 oA 0 47 |0
3- 16,39 UEJ T 2 0,0425
4- 21,27 o SUMA 0,2127
80,56 80,56% P2 S T00=
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Niumero de E 5127 %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Medio a las 48 horas.

Tabla 34 Muestras Punto Medio a las 48 horas.

células en fase entre el nUmero total de células encontradas

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC

9 Células | Total células | Total células | Total
<
X de de de
Q células células células
o | P 10 0,1515 | P 8 0,0888 | P 10 0,1923
S M 2 0,0303 | M 0 0| M 1 0,0192
a LA 1 66 0,0151 | A 1 90 0,0111 | A 0 52 0
'-éJ T 2 0,0303 | T 2 0,0222 | T 1 0,0192
o SUMA 0,2272 | SUMA 0,1221 | SUMA 0,2307
= | 5 5
) > *100= > *100= > *100=
o 22,72 % 12,21 % 23,07 %

NCFM: nimero de células en fases mitdticas NTC: numero total de células.

MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
_ _ 2 Células | Total
Tabla 35 Suma de Porcentajes del Punto medio a las 48 Horas. o de
5 . % células

Suma de Porcentajes del Segundo dia < | P 4 0.1290

1- 22,72 S M 1 0,0322

2- 12,21 a LA 0 31 |0

3- 23,07 '-éJ T 1 0,0322

4- 19,34 o SUMA 0,1934

77,34 77,34% E 2 S
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de E %9 ;2%/_0
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Conteo de las laminas microscépicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células

meristematicas en el Punto Medio a las 72 horas.

Tabla 36 Muestras Punto Medio a las 72 horas.

células en fase entre el nUmero total de células encontradas

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total células | Total células | Total
<
o de de de
Q células células células
« | P 15 0,153 P 19 0,2235 P 14 0,175
5 M 1 0,0102 M 2 0,0243 M 2 0,025
A LA 1 98 |0,0102 A 1 85 0,0117 A 2 80 0,025
%J T 3 0,0306 T 2 0,0243 T 3 0,0375
o | SUMA 0,204 SUMA 0,2838 SUMA 0,2625
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 20,4 % 28,38 % 26,25 %
NCFM: nimero de células en fases mitéticas NTC: nimero total de células.
MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
_ _ 2 Células | Total
Tabla 37 Suma de Porcentajes del punto medio a las 72 Horas. o de
; . % células
Suma de Porcentajes del Tercer dia NP 15 0.147
1- 20,4 5 M 3 0,0294
2- 28,38 a LA 0 102 | 0
3- 26,25 '-éJ T 4 0,0392
4- 21,56 o SUMA 0,2156
96,59 96,59% E 2 02
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de E %1 52%/_0
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Bajo durante las primeras 24 horas.

Tabla 38 Muestras Punto Bajo a las 24 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
" Células | Total células | Total células | Total
< de de de
% células células células
T |P 3 0,0483 P 5 0,1087 P 1 0,0175
NEIEY 2 0,0322 M 1 0,0217 M 2 0,035
9, A 0 62 |0 A 0 46 0 A 0 57 0
g T 0 0 T 0 0 T 1 0,0175
o | SUMA 0,0805 SUMA 0,1304 SUMA 0,07
= | 5 5
) > *100= > *100= > *100=7
o 8,05 % 13,04 % %
NCFM: namero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 39 Suma de Porcentajes del Punto Bajo a las 24 Horas No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total
Suma de Porcentajes del Primer dia < de
1- 8,05 DO: células
2. 13,04 5 P 8 0,1509
3. Z NERY 0 0
4- 16,97 Q A 0 >3 |0
’ < | T 1 0,0188
45,06| B N g SUMA 0,1697
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de =3
células en fase entre el numero total de células encontradas % Y *100=
o 16,97 %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Bajo a las 48 horas.

Tabla 40 Muestras Punto Bajo a las 48 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
" Células | Total células | Total células | Total
< de de de
% células células células
TP 7 0,0985 P 10 0,1098 P 14 0,1944
XM 3 0,0422 M 1 0,0109 M 1 0,0138
(_3> A 0 71 |0 A 1 91 0,0109 A 2 72 0,0277
g T 1 0,014 T 2 0,0219 T 2 0,0277
o SUMA 0,1547 SUMA 0,1535 SUMA 0,2636
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 15,47 % 15,35 % 26,36 %
NCFM: namero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 41 Suma de Porcentajes del Punto Bajo a las 48 Horas No. De | No. NCFM/NTC
. 0 Células | Total
Suma de Porcentajes del Segundo dia < de
1- 15,47 x células
2. 15,35 TP 12 0,2352
a 26,36 § Xl 2 51 8 0196
4- 29,4 ) d
86,58 86,58% 5 ;UMA 2 8(2)322
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de ,9 3 ’
células en fase entre el nimero total de células encontradas = S *100= 29,4
a %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto Bajo a las 72 horas.

Tabla 42 Muestras Punto Bajo a las 72 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
" Células | Total células | Total células | Total
< de de de
% células células células
TP 22 0,2291 P 17 0,25 P 20 0,2666
QM 1 0,0104 M 2 0,0294 M 2 0,0266
(_3> A 1 96 |0,0104 A 1 68 0,0147 A 1 75 0,0133
g T 5 0,052 T 2 0,0294 T 1 0,0133
o SUMA 0,3019 SUMA 0,3235 SUMA 0,3198
=Y > 5
) > *100= > *100= > *100=
o 30,19 % 35,35 % 31,98 %
NCFM: namero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 43 Suma de Porcentajes del Punto Bajo a las 72 Horas. No. De | No. NCFM/NTC
0 Células | Total
Suma de Porcentajes del Tercer dia < de
1- 30,16 x células
2- 32,35 I |P 16 0,1649
> 3.9 E I\A/I g 97 8’0309
4 22,67 < [T 3 0,0309
117,16 117,16% o
. T s . , SUMA 0,2267
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de ,9 3
células en fase entre el nimero total de células encontradas = Y *100=
a 22,67 %
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Conteo de las laminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto del Pozo durante las primeras 24 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 \ MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
células células células
" P 9 0,173 P 10 0,2222 P 6 0,2307
< |M 2 0,0384 M 1 0,0222 M 1 0,0384
(A 0 52 [0 A 1 45 [0,0222 A 0 26 |0
T |T 1 0,0192 T 2 0,0444 T 0 0
S | SUMA 0,2306 SUMA 0,311 SUMA 0,2691
Q2 > >
@) > *100= > *100= > *100=
o 23,06 % 31,1 % 26,91 %
Tabla 44 Muestras Pozo a las 24 horas.
MUESTRA 4
No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total
NCFM: nimero de células en fases mitéticas NTC: nimero total de células. de
Tabla 45 Suma de Porcentajes del Pozo a las 24 Horas. = 8 celulas 0.1739
0 )
Suma de Porcentajes del Primer dia < M 1 0,0217
1- 2306 o LA 1 46 | 0,0217
’ | T 1 0,0217
2- 31,1 3 [suma 0,239
3- 26,91 oy
4- 23,9 ) > *100= 23,9
104,97 104,97% o %

Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Numero de células en fase entre el nimero total de células

encontradas
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Conteo de las ladminas microscopicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria

meristematicas en el Punto del Pozo alas 48 horas.

Tabla 46 Muestras Pozo a las 48 horas.

de células

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
células células células
" P 11 0,2682 P 16 0,186 P 3 0,125
< | M 1 0,0243 M 2 0,0232 M 0 0
% A 1 41 |0,0243 A 0 86 0 A 1 24 0,0416
T T 1 0,0243 T 2 0,0232 T 1 0,0416
R | SUMA 0,3411 SUMA 0,2324 SUMA 0,2082
o2 > >
@) > *100= > *100= > *100=
o 34,11 % 23,24 % 20,82 %
NCFM: nimero de células en fases mitdticas NTC: numero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 47 Suma de Porcentajes del Pozo a las 48 Horas. No. De | No. NCEM/NTC
Células | Total
Suma de Porcentajes del Segundo dia de
1- 34,11 células
2- 23,24 " P 11 0,1222
3- 20,82 é M 1 0,0111
4 7.7 o1 " G
95,94 95,94% R | SUMA 0.1777
Para calcular el porcentaje de indice mitético se divide el Niumero de ols '
células en fase entre el nUmero total de células encontradas 8 S *100=
a 17,77 %
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Conteo de las laminas microscoépicas de los 4 cuadrantes seleccionados por tenerla mayoria de células
meristematicas en el Punto del Pozo alas 72 horas.

Tabla 48 Muestras del Pozo alas 72 horas.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 | MUESTRA 3
No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total células | Total células | Total
de de de
células células células
" P 17 0,1789 P 15 0,1785 P 12 0,19967
< | M 1 0,0105 M 3 0,0357 M 1 0,0163
% A 2 95 |0,021 A 2 86 0,0238 A 1 61 0,0163
T |T 1 0,0105 T 4 0,0476 T 1 0,0163
N | SUMA 0,2209 SUMA 0,2856 SUMA 0,2456
o |3 > 5
@) > *100= > *100= > *100=
o 22,09 % 28,56 % 24,56 %
NCFM: namero de células en fases mitéticas NTC: namero total de células.
MUESTRA 4
Tabla 49 Suma de Porcentajes del Pozo alas 72 Horas. No. De | No. NCFM/NTC
Células | Total
Suma de Porcentajes del Tercer dia de
1- 22,09 células
2- 28,56 " P 18 0,1512
3- 24.56 < | M 3 0,0252
i 1 A 2 119 | 0,0168
96,21 96,21% i -SrUMA 2 8’2%68
. y . - .. , M~ ’
Para calcular el porcentaje de indice mitotico se divide el NUmero de oy
células en fase entre el nimero total de células encontradas ) S *100= 21
a

%
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Anexo 4. llustraciones del area de Recoleccion de muestras de agua.
llustracion 4 Visualizacion de la vista Panoramica de la Presa

llustracion 5 Punto de Muestreo 1, Punto Alto.

Fotografias Tomadas por: Peralta J. (2016).
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llustracion 6 Punto medio de Recoleccion de las muestras de agua

Fotografias tomadas por:
Peralta J. (2016)

llustracion 7 Vista panordmica
del punto medio de muestreo
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llustracion 8 Punto Bajo de Recoleccion de muestras de agua.

66



llustracion 9 Punto del Pozo de recoleccion de las muestras de agua.

Fotografias tomadas por: Peralta J. (2016).
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Anexo 5. Protocolo de Allium Test.

Montaje e

incubacioén

de los

Bulbos de

Allium cepa

L.

Medicién y
corte de raices
Control Punto Alto Punto Medio Punto Bajo Punto del Pozo

24 HORAS

24 HORAS 24 HORAS 24 HORAS 24 HORAS

I I I

48 HORAS 48 HORAS 48 HORAS 48 HORAS 48 HORAS

-’




72 HORAS 72 HORAS 72 HORAS

|

FIJACION

v
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Lavado de Raices

SQUASH

Observaciones
Microscépicas

Fuente: Peralta J. (2016), Fotografias propias y editadas con el software Gimp

2
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Anexo 6. Ubicacion de la zona de estudio

Leyenda
‘ Casadels Finca
() Petgono e s Frea a Tormeres

Mapa de la Finca La Tormenta

Loacakzads e comundad by Trta, SunaRACCN

O Represadela Fina La Tomerta

Edt this HTML to add 21090 mage o custom map it
Use 30 4 £ eane 10 0 diiplay dn exdemal page

Reprosa de la Fina La Torment:

Casadelarinca

Siuna-RACCN

Cooglegarn

Nicaragua

Fuente: Peralta J. (2016). Fuente Google earth pro.
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Anexo 7. Ciclo Celular

Fuente: Internet  pagina web:

https://sites.google.com/site/elcanerygenes/ciclo-celular-y-cancer
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Anexo 8. Glosario
Adhesiones: cromosomas pegajosos

indican altamente téxico, por lo general
no reversible, efecto - probablemente

gue conduce a la muerte celular

Allium cepa: es un organismo que
ofrece un buen modelo experimental in
vivo para evaluar toxicidad y la
genotoxicidad de sustancias y mezclas

complejas.

Aneuploiddégeno: Agente capaz de
producir en la célula que uno o mas
cromosomas completos de un
conjunto normal falten o se presenten

mas de una vez.

C-mitosis: débil efecto toxico, puede

ser reversibles

Clastbégeno: Agente que causa rotura
de los cromosomas y/o
consecuentemente, ganancia, pérdida
o reordenamiento de los fragmentos

cromosomicos

Cromosomas vagabundos: débil
efecto mitdtico; indica el riesgo de

aneuploidia

indice mitético: (MI) - numero de
células que se dividen por 1000 células

observadas.

Mutageno: Es un agente fisico,
quimico o biolégico que altera o
cambia la informacién genética de un
organismo y ello incrementa la
frecuencia de mutaciones por encima
del nivel natural. Cuando numerosas
mutaciones causan cancer adquieren
la denominacion de carcinégenos. No
todas las mutaciones son causadas
por mutagenos. Hay “mutaciones
espontaneas”, llamadas asi debido a
errores en la reparacion y la

recombinacion de ADN.

Puentes y/o fragmentos de
cromosomas: resultados de las

pausas de cromosomas y cromatidas.
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Anexo 9. Abreviaturas

RACCN: Region Atlantico Costa
Caribe Norte

NTC: Numero total de células
IM: indice Mitético
IMP: Indice Mitético parcial

NCFM: Numero de Células en Fase
mitéticas

IP: indice de Profase
IM: indice de Metafase
|A: Indice de Anafase
IT: indice de Telofase
IC: Incremento

MFO: sistema de la monoxigenasa
dependiente del citocromo p450

EPA: Environmental protection
Agency (Agencia de proteccion
ambiental)

Hg: Mercurio
Cu: Cobre

Ni: Niquel

Cd: Cadmio
Be: Belio

Al: Aluminio
Mn: Manganeso
Li: Litio

HCI: Acido clorhidrico
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