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RESUMEN

Las problematicas ambientales asociadas al incremento de metales pesados como el plomo han
promovido la basqueda de bioindicadores eficientes; Vicia faba es uno de los mas utilizados, sin
embargo, su aprovechamiento a nivel mundial ha provocado el uso indistinto de sus variedades
silvestres y domesticadas, sin considerar las implicaciones del proceso de domesticacion. Por tal
motivo, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto genotdxico y citotdxico del
plomo en células meristematicas de raiz de semillas de V. faba silvestre y de la variedad Major
(domesticada) a través de la presencia de microndcleos y la determinacion del indice mitético, con la
finalidad de conocer sus respuestas ante este metal y su relacion con la domesticacion, asi como sugerir
el uso de la variedad més sensible como bioindicador. Para ello, los meristemos radiculares se
sometieron a tratamientos con 0, 0.005, 0.01 y 0.02 g L* de acetato de plomo y se realizaron tinciones
con aceto-orceina; se obtuvo la frecuencia de microndcleos y el indice mitético por cada 1000 células
observadas. Los resultados obtenidos indican que el acetato de plomo tiene un efecto genotoxico y
citotoxico diferencial entre ambas variedades, siendo V. faba var. Major la que presenta una alta
sensibilidad al metal pesado, debido a una pérdida en la resistencia al estrés, por lo que se sugiere su
uso como bioindicador; mientras que en las semillas silvestres mostraron mayor tolerancia al tener un
bajo grado de domesticacion.

Palabras clave: Metal pesado, haba, micronucleos, mitosis, bioindicador
ABSTRACT

The environmental problems associated with the increase of heavy metals such as lead have promoted
the search for efficient bioindicators; Vicia faba is one of the most used, however, its worldwide
employ has led to the indiscriminate use of its wild and domesticated varieties, without considering the
implications of the domestication process. For this reason, the objective of this research was to evaluate
the genotoxic and cytotoxic effect of lead in meristematic root cells in wild V. faba and variety Major
(domesticated) seeds through the presence of micronuclei and the determination of the mitotic index, in
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order to know their responses to this metal and its relationship with domestication, as well as suggest
the use as a bioindicator of the variety more sensitive. To do this, the root meristems were exposed to
treatments with 0, 0.005, 0.01 and 0.02 g L? of lead acetate and stained with aceto-orcein; the
frequency of micronuclei and the mitotic index were obtained per 1000 cells observed. The results
obtained indicate that lead acetate has a differential genotoxic and cytotoxic effect between both
varieties, being V. faba var. Major which has a high sensitivity to heavy metal, due to a loss of stress
resistance, so its use as a bioindicator is suggested; while the wild seeds showed greater tolerance by

having a low degree of domestication.

Keywords: Heavy metal, broad bean, micronuclei, mitosis, bioindicator.

INTRODUCCION

La contaminacion por metales pesados
constituye una de las principales problematicas
ambientales a nivel mundial, debido a que
genera importantes cambios en los factores
bidticos y abidticos, asi como en la dindmica
global, afectando la calidad de los ecosistemas
y los servicios que proveen; lo cual reduce el
bienestar de los seres vivos y en el caso de la
especie humana, ocasiona conflictos sociales y
economicos (Khan et al., 2015).

Los metales pesados son elementos quimicos
con una alta densidad y que presentan toxicidad
en altas concentraciones, siendo capaces de
alterar las funciones metabdlicas y fisiologicas
de los seres vivos. De manera general, se
pueden clasificar en dos grupos de acuerdo a su
funcionalidad bioldgica, ya que algunos de
ellos como el B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Fe,
Se y Zn, son requeridos como oligoelementos;
mientras que, en el otro grupo, se incluyen
aquellos que no presentan un papel biologico
conocido y exhiben una alta toxicidad inclusive
en bajas concentraciones, tales como el Pb, Cd,
Hg, Sb, Bi, Sn y Tl (Nagajyoti et al., 2010;
Prieto-Méndez et al., 2009).

A pesar de que estos se encuentran
naturalmente en la corteza terrestre en forma de
iones, sales, minerales y otros compuestos

quimicos, las actividades antropogénicas han
sido responsables del aumento en su movilidad
y presencia en el ambiente, entre las que
destacan la mineria, metalurgia, actividades
industriales,  vertido de  residuos de
construccidn, industriales y domésticos, el uso
excesivo de fertilizantes y plaguicidas, entre
otras (Alloway, 2013).

Particularmente, el plomo (Pb) es uno de los
contaminantes que se ha incrementado en la
corteza terrestre y en los cuerpos de agua
debido a su amplio uso en la industria
metallrgica, en la fabricacion de tintes y
pinturas, asi como de baterias. Los problemas
ecoldgicos asociados a este metal como la
bioacumulacion y la biomagnificacion han
causado que sea catalogado como uno de los
elementos mas perjudiciales en el ambiente y
para la salud humana (Zhang et al., 2015).

Debido al peligro que conlleva la presencia de
este metal y otros de su clase, se ha iniciado la
busqueda de indicadores que ayuden a detectar
la presencia de contaminantes y su efecto en los
seres vivos, siendo los bioindicadores uno de
los més efectivos, ya que muestran alteraciones
en su ciclo de vida y brindan informacién sobre
los riesgos para otros componentes de los
ecosistemas (Parmar et al., 2016).

Revista Cientifica Bioldgico Agropecuaria Tuxpan 8 (2) 74
ISSN: 2007-6940



Vicia faba L. (Fabaceae), ha sido una de las
plantas vasculares mayormente empleadas
como bioindicador en ambientes contaminados
por metales pesados, debido a que presenta
caracteristicas idoneas en la observacion de
dafios genotoxicos y citotoxicos (Shahid et al.,
2011). El bioensayo con V. faba ha sido usado
en estudios de dafios en el DNA, aberraciones
cromosomicas Yy nucleares inducidas por
compuestos metalicos entre otros
contaminantes. Las caracteristicas que hacen a
esta especie un buen bioensayo es que es
econdmico, tiene una tasa de division celular
rapida, sus cromosomas son de gran tamafio y
facilmente observables (Igbal, 2016). No
obstante, para este tipo de pruebas se han
utilizado, en algunas investigaciones
poblaciones silvestres y domesticadas, de
manera indistinta, sin considerar el efecto que
tiene el proceso de domesticacion en la
reduccion de la variabilidad genética y en la
resistencia al estrés abidtico, por lo que los
resultados obtenidos puede provocar sesgos en
la informacién de sus respuestas producidas por
los contaminantes y en su papel como
bioindicador.

Ante esta problematica, el presente trabajo tiene
como objetivo evaluar el efecto genotdxico y
citotoxico del plomo en células meristematicas
de raiz de semillas de V. faba silvestre y de la
variedad Major (domesticada), a través de la
presencia de microndcleos y la determinacion
del indice mitotico, con la finalidad de conocer
sus respuestas ante este metal y su relacion con
la domesticacion.

MATERIALES Y METODOS

La realizacion de esta investigacion se llevo a
cabo en el Laboratorio de Morfofisiologia
Vegetal  perteneciente al Centro de
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Investigaciones Biologicas de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (CIB-UAEH).

Material vegetal. Se utilizaron semillas
certificadas de Vicia faba var. Major y semillas
silvestres originarias de Acaxochitlan, Hidalgo;
las semillas se mantuvieron sumergidas en agua
destilada durante 24 horas, en condiciones de
oscuridad y a temperatura ambiente. Para la
germinacion del material, las semillas se
colocaron entre dos capas de algoddn
humedecido con agua destilada en cajas de
petri, a temperatura ambiente y en oscuridad
hasta la obtencion de radiculas de una longitud
aproximada de 4 cm (Suarez y Melgarejo,
2010).

Disefio experimental. En los bioensayos se
utilizé acetato de plomo Il (Pb (C2H30,)23H20)
(Reasol); se prepararon soluciones en tres
concentraciones: Control (0 g L), 0.005 g L
(T1),0.01 g L?(T2)y 0.02 g L*(T3) alas que
fueron expuestas ambos tipos de semillas.

La evaluacion del dafio genotdxico y citotoxico
se realizO mediante la obtencién de la
frecuencia de micronucleos (MN) e indice
mitotico (IM), respectivamente con la técnica
de Prieto-Garcia et al. (2006) con
modificaciones. Para ello, las radiculas se
sumergieron durante 24 horas con los
tratamientos ya mencionados y al final se
lavaron con agua destilada. Las radiculas
cortaron de 2 a 5 mm desde el apice, e tejido
obtenido se expuso a una solucion de colchicina
al 0.5% durante tres horas y posteriormente, se
pasaron a una solucion de etanol-acido acético
(3:1) durante 24 horas. Al término del periodo,
el tejido se coloco en una solucion de etanol al
70% durante 15 minutos, y finalmente en una
solucion de &cido clorhidrico 5 N durante 30
minutos en agitacion constante. Para la tincion
se utilizo aceto-orceina durante 25 minutos y el
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montaje de las preparaciones histologicas se
llevd6 a cabo mediante la técnica de
aplastamiento en monocapa o “squash”; se
realizaron 3 repeticiones del experimento.

La observacion fue realizada en un microscopio
optico Lieder, en los aumentos de 40 y 100x,
contando 1000 células en interfase en campos al
azar; se realizé el conteo de micronucleos, asi
como de las diferentes fases celulares como
profase, metafase, anafase y telofase. Para la
obtencion de la frecuencia de microndcleos se
obtuvo el nimero promedio y se expreso en por
cada mil (%o); mientras que el indice mitotico
se obtuvo con la siguiente férmula:

Donde:

IM= Indice mitético

NCD: Numero de células en division.
NTCO: Numero total de células observadas.

Andlisis estadisticos. Con los datos obtenidos
se realizo la prueba de Chi? para corroborar la
normalidad de los mismos. Para la comparacion
entre los tratamientos y las variedades se realiz
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un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el
uso del software Past version 3.24. La
significancia estadistica se considerd cuando p
< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dafio genotoxico. El acetato de plomo, en las
tres concentraciones evaluadas, indujo la
formacion de micronlcleos en las ceélulas
meristematicas de raiz en ambas variedades de
V. faba (Figura 1), pero en todas ellas la var.
Major presentd mayor frecuencia de MN.

El analisis estadistico muestra diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes tipos
de semillas en las concentraciones de 0.01 y
0.02 g L'%; asimismo, en la respuesta se observa
una correlacion positiva dependiente de la
concentracion del metal, ya que en el
tratamiento con 0.02 g L' se observd la
frecuencia mas alta de micronucleos con 34 y
55 por cada mil células observadas, en la
semilla silvestre 'y en la var. Major,
respectivamente.

Los resultados indican que las semillas
silvestres tuvieron una menor sensibilidad a los
efectos del plomo, con un 41% menos de
presencia de MN en promedio, comparada con
la var. Major en las concentraciones méas altas
evaluadas (Gréfica 1).
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Figura 1. Presencia de
micronlcleos en  células  del
meristemo radicular en V. faba
silvestre  (A) y var. Major (B)
observadas a 100x.

Los resultados muestran que el plomo tiene un
alto efecto genotdxico al inducir la formacién
de micronucleos, lo cual concuerda con otros
trabajos realizados con este metal pesado en
meristemos radiculares, en uno de ellos se
observé una alta indicencia de microndcleos en
células de V. faba a concentraciones menores a
200 uM de nitrato de plomo (Arya et al., 2013).
En la investigacion de Pourrut et al. (2011),
realizada también en haba, se observa una
correlacion positiva entre la concentracion del
reactivo y la frecuencia de micronucleos, pero
en un intervalo de concentraciones de 0—20 uM
de nitrato de plomo; en ambos casos se
utilizaron semillas certificadas (domesticadas)
de haba. Estos resultados concuerdan con lo
obtenido en esta investigaciéon con la var.
Major.

La alta incidencia de micronucleos asociada a la
presencia de plomo, sugiere que este tiene un
efecto en los procesos de division del material
genético durante el ciclo celular. A pesar de que
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Grafica 1. Frecuencia de microndcleos en meristemos radiculares en
silvestres y domesticadas de V. faba, expuestas a diferentes
concentraciones de acetato de plomo (0, 0.005, 0.01, y 0.02 g L™?). Cada
valor representa el promedio y el error estandar para cada tratamiento.

no se conoce con claridad el mecanismo
molecular que provoca dichos errores en el
DNA, uno de los més aceptados es el efecto
asocidado al estrés oxidativo que se genera en
la células por el incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) al
interaccionar con los iones de este metal (Wang
et al., 2008).

Los iones de plomo tienen un fuerte efecto en la
maquinaria enzimatica que participa en la
correcta division de los cromosomas durante el
ciclo celular, afectando el conjunto de
microtibulos del huso acromatico, lo que
genera rupturas del material genético y la
formacion de masas de cromatina cercanas al
nucleo, implicando una pérdida de informacion
genetica (Shahid et al., 2011).

Efecto citotoxico. Los meristemos radiculares
expuestos a los tratamientos con el metal
pesado en ambos tipos de semillas mostraron
una reduccion significativa en la division
celular, siendo el tratamiento con mayor
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concentracion (0.02 g L) el que presentd el
indice mitético mas bajo (Tabla 1). Al
comparar ambas variedades, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05); sin
embargo, la var. Major mostrd una reduccién
en el indice mitdtico en las concentraciones
0.01 y 0.02 g L* del reactivo, en contraste con
la otra variedad. En el caso del tratamiento T2
(0.005 g L7), el material proveniente de la
semillas  silvestres  presentd6 un ligero
incremento en el IM, lo cual puede deberse a un
un efecto hormeético.

La reduccion en el indice mitético por la
presencia de plomo observada en este estudio,
concuerda con otras investigaciones realizadas
con Vigna mungo var. HD-94, en el que se
obserb6 una disminucion del IM en un intervalo
de concentraciones de 25 a 125 ppm de acetato
de plomo (Siddiqui, 2012); por otro lado, en
una investigacion con Lactuca sativa se
observo un efecto mitotoxico, una reduccion en
la divisién celular inducido por nitrato de
plomo con concentraciones menores a las del
presente estudio (0.05 a 0.5 mg L) (Silva et
al., 2017).

De acuerdo con Patra (2004), el indice mitético,

cién celular de un tejido, es un buen bioensayo
que permite conocer la frecuencia de células
que entran en division; permitiendo determinar
alteraciones en este proceso derivado de la
presencia de agentes extrafios y toxicos como lo
son los metales pesados.

En el caso del estrés inducido por plomo, la
disminucion en la division celular puede
deberse a distintos factores asociados a la
interaccion con los iones Pb?*, entre los que se
encuentra un incremento en la rigidez de
estructuras como la membrana y pared celular
generada por la union de sus componentes con
los iones del metal, reduciendo
considerablemente la mitosis. Otro de los
factores es el retraso generalizado del ciclo
celular por alteraciones en ciertas fases como el
alargamiento de la interfase y la reduccién de la
fase M, debido probablemente a la interaccién
directa del plomo con las ciclinas, o bien de
manera indirecta, por cambios en las
concentraciones del glutation (GHS), lo cual
influye en la actividad de dichas proteinas
reguladoras (Pourrut et al., 2011).

qUe  S€  Tratamiento | Concentracion (g L™) indice mitotico (i + DS)
basa en
la _ V. faba silvestre V. fabfi var
prolifera Major

Control 0 8.75+£1.02 8.73+£0.55
Tapla 1 T1 0.005 5.75+0.27 5.78+0.14
Indice
mitético T2 0.01 6.19 +0.15 5.18 +0.10
del
meriste T3 0.02 5.48 £0.09 4.94+£0.24
mo
radicular en semillas silvestres y domesticadas
de V. faba sometidas a tres concentraciones de
acetato de plomo.
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Por otra parte, el leve incremento del indice
mitdtico observado en el tratamiento con la
concentracion de 0.01 g L en el material
silveste, sugiere que el plomo puede generar un
efecto hormético, ya que como lo menciona
Poschenrieder et al. (2013), la hormesis es un
procesos en el cual una dosis baja o subletal de
un agente o estimulo estresante es capaz de
activar una respuesta adaptativa que incrementa
la resistencia de una célula u organismo frente a
un estrés mucho mas severo y muchas veces
letal (Lopez-Diazguerrero et al., 2013). En un
trabajo desarrollado también en V. faba se
observo una estimulacion en el crecimiento del
sistema radicular de las plantulas a bajas
concentraciones de plomo (Wang et al., 2010).

Comparacion entre las variedades y su
relacion con la domesticacion. Los resultados
obtenidos en este estudio permiten demostrar
que las variedades de V. faba expuestas a
acetato de plomo mostraron un efecto
diferencial entre ellas, la var. Major
(domesticada) fue mas sensible a la exposicién
de este metal, promoviendo una alta frecuencia
de micronucleos y una reduccion en el IM,
mientras que la poblacion silvestre exhibi6 una
mayor tolerancia al estrés inducido. La
variacion en la sensibilidad observada en las
semillas usadas en el presente trabajo puede ser
resultado del proceso de domesticacién que han
sufrido, ya que la eleccion de caracteristicas
especificas a través de la seleccién artificial
para la mejora de atributos o para sus
condiciones de manejo, tiene como efecto
indirecto la pérdida de la variacion genética.
Esto se agrava por ser un proceso evolutivo
continuo, generando divergencias en las
caracteristicas  morfologicas,  fisioldgicas,
fenoldgicas, entre otras, que implican una
pérdida gradual de la adaptacion natural a
diferentes tipos de estreses bioticos y abidticos,

lo cual reduce la adecuacion de las especies o
de sus variedades, teniendo afectaciones en la
sobrevivencia y/o en la capacidad reproductiva
(Smykal et al., 2018).

En este caso, las variedades utilizadas presentan
un diferente grado de domesticacion visible en
los atributos de sus semillas, las de la var.
Major son mas grandes y pesadas, indicando
que en el proceso de domesticacion estas
caracteristicas han sido seleccionadas vy
apreciadas por el sector agricola y comercial,
con lo que se ha perdido informacion genética
que le permite responder a los factores
ambientales.

Por otro lado, la poblacion silvestre presenta un
menor grado de domesticacion, la semilla es
pequefia y con menor peso; Zhang et al. (2017)
indican que las semillas silvestres al tener un
nulo o bajo grado de domesticacion, presentan
una mayor diversidad genética, lo que les
permite soportar y responder a diferentes tipos
de estrés.

Con base en los resultados, se sugiere que V.
faba var. Major debe utilizarse
preferencialmente como bioindicador de
contaminacion por plomo, ya que presenta una
mayor sensibilidad a los contaminantes.
Asimismo, esta variedad cumple con otros
atributos recomendados para los bioindicadores
vegetales, tales como un tiempo de respuesta
corto al efecto de los contaminantes, una gran
variedad de bioensayos que pueden realizarse
en sus tejidos o en todo el individuo, ligados a
los componentes de la adecuacion; sencilla
identificacion, asi como por ser una variedad de
facil obtencion, manipulacion y cultivo
(Fontanetti et al., 2010).

El presente trabajo de investigacion
permite contribuir al conocimiento de V. faba
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como especie bioindicadora de plomo,
particularmente revelando el dafio genotoxico y
citotoxico que genera el acetato de plomo.
Asimismo, los resultados diferenciales del dafio
que causa este metal entre las variedades,
permiten sugerir el uso de V. faba var. Major
como Dbioindicador al mostrar una alta
sensibilidad, lo cual puede ser aprovechado por
futuras investigaciones que busquen
complementar la informacion acerca de la
sensibilidad a otros metales pesados o
sustancias contaminantes de importancia
ambiental.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

El acetato de plomo, en las tres concentraciones
evaluadas, indujo la formacion de micronucleos
en las células meristematicas de raiz en ambas
variedades de V. faba (silvestres 'y
domesticadas) lo que demuestra su alto efecto
genotdxico, sin embargo, Vicia faba var. Major
tuvo mayor frecuencia de MN.

Hubo diferencias significativas (p<0.05) entre
los diferentes tipos de semillas en las
concentraciones de 0.01 y 002 g Lt y se
observo una correlacion positiva dependiente de
la concentracion del metal.

En el tratamiento con 0.02 g L, la
frecuencia mas alta de micronucleos fue de 34 y
55 por cada mil células, en la semilla silvestre y
en la var. Major, respectivamente. Las semillas
silvestres tuvieron una menor sensibilidad a los
efectos del plomo, con un 41% menos de
presencia de MN en promedio, comparada con
la var. Major en las concentraciones mas altas
evaluadas.

Los meristemos radiculares expuestos a
los tratamientos con el metal pesado en ambos
tipos de semillas mostraron una reduccion

significativa en la division celular, siendo el
tratamiento con mayor concentracion (0.02 g L
1 el que presenté el indice mitético mas bajo.
La var. Major mostré6 una reduccion en el
indice mitotico en las concentraciones con 0.01
y 0.02 g L' de reactivo, en contraste con
Vicias faba (silvestre). En el caso del
tratamiento T2 (0.005 g L%), el material
proveniente de la semillas silvestre present6 un
ligero incremento en el IM, lo cual puede
deberse a un un efecto hormético.

Para los bioensayos se sugiere que se tenga
especial cuidado en el uso de semillas
domesticadas o certificadas para garantizar su
respuesta como bioindicadores de
contaminantes.
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