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Resumen

El amonio cuaternario es un tensioactivo y desinfectante de amplio espectro, debido a su
capacidad bactericida, fungicida y virucida, se aumentd su uso durante la pandemia por la
COVID-19. Plantas como A. cepa, L. culinaris y P. sativum son excelentes modelos biolédgicos
reportados para determinar la citotoxicidad de compuestos quimicos, debido a su alta
sensibilidad. El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto citotoxico del amonio
cuaternario de quinta generacién empleando las tres especies mencionadas como bioindicadores.
Se expusieron bulbos de A. cepa y semillas de L. culinaris y P. sativum en diferentes
concentraciones de amonio cuaternario de quinta generaciéon (0,1, 0,5, 1, 10, 20, 30, 40 y 50
ppm) y en una solucion testigo de agua destilada durante 72 horas, por 3 y 5 réplicas
respectivamente. Al término del tiempo de exposicion de las especies, se realizo la respectiva
tincion y el montaje. Los hallazgos de este estudio demostraron que A. cepa evidencio la mayor
reduccion de la longitud radicular en el T9:50 ppm, no registro indice mitético en los T8:40 ppm
y T9:50 ppm y alcanzd el 100% de inhibicion mitética en los T8:40 ppm y T9:50 ppm. Hubo
presencia de anomalias celulares en las tres especies bioindicadoras, mostrandose el mayor
indice de micronucleos en el T9:50 ppm de las tres especies, registrando A. cepa la mayor tasa
relativa de anormalidad (25,28%). Se concluy6 que el amonio cuaternario de quinta generacién
en todas las concentraciones ocasiond efecto citotoxico sobre las células meristematicas apicales

de las tres especies, siendo A. cepa la especie mas sensible.

Palabras claves: Amonio cuaternario, Bioindicadores, citotoxicidad, indice mitético,

micronucleos.
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Introduccion

El amonio cuaternario es una familia de compuestos quimicos que comprende en su
estructura basica un catién de amonio (NH4%), el cual al ser modificados comprende una gama
distinta de agentes desinfectantes. Estos compuestos quimicos son solubles en agua y alcohol,
acttan principalmente en medio alcalino, pero también puede actuar en medio acido (Diomedi et
al., 2017), a su vez tienen propiedades tensioactivas (Gerba, 2015) y tienen presién de vapor muy
baja (DelLeo et al., 2020). Los compuestos de amonio cuaternario son conocidos por la sigla

QACs, por sus iniciales en inglés (Hora et al., 2020).

Los QACs comprenden distintas generaciones de antisépticos producto de su
modificacion, el de primera generacion tiene al cloruro de Benzalconio que presenta un grupo
alquilo con mas numeros de carbonos permitiéndoles una mayor potencia antimicrobiana, en los
altimos afios es utilizado como antiséptico y se emplea constantemente en la desinfeccion de
centros hospitalarios. Los de segunda generacion comprenden al cloruro de etilbencilo y los de
tercera generacion son mezclas de moléculas de los de primera y segunda generacion, estos
presentan un amplio espectro desinfectante y la resistencia microbiana se ve reducida frente al
uso repetido de un solo compuesto. Los de cuarta generacion como es el caso del cloruro de
didecil-dimetilamonio, caracterizados por su alta tolerancia frente al agua dura y a las cargas de
las proteinas, son conocidos también como cadena gemela debido a sus cadenas di-alquilicas
lineales. Son usados mayoritariamente en las industrias de alimentos, textiles y papel. Mientras
que los de quinta generacion proceden de mezclas de moléculas de los QACs de segunda y
cuarta generacion, estos se caracterizan por manifestar rendimientos microbiocidas altos,

especificamente en condiciones ambientales complejas y son de uso seguro. Otra caracteristica
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de los QACs es que a medida que van avanzando las generaciones, su UsO €S mMas seguro
(Diomedi et al., 2017). De acuerdo con la formulacion de los QACs, estos tienen sus ventajas y

desventajas para situaciones especificas con fines de desinfectante o sanitizante (Gerba, 2015).

Es de resaltar que los QACs presentan compuestos desinfectantes con diversos usos en
una variedad de productos comerciales y de limpieza (DeLeo et al., 2020), es decir en los
productos domésticos e industriales los QACs se aplican ampliamente (Zhang et al., 2015),
también son usados para la limpieza y desinfeccion de superficies de paredes, puertas, pisos y
vidrios de centros clinicos y hospitalarios, del mismo modo para camas, mesas, monitores,
atriles, maquinas de imagenologia y de dialisis, entre otras, asi como articulos no criticos
esfigmomandmetros, oximetros de pulso, entre otros. Los QACs tienen un alto reconocimiento

de no ser corrosivos para los metales. (Diomedi et al., 2017).

De acuerdo con el modo de accion de los QACs, estos agentes activos interactian con la
membrana de las bacterias y los lipidos de los virus (Gerba, 2015). Segun la Agencia de
proteccion ambiental de Estados Unidos (EPA por sus iniciales en inglés) los QACs estan en la

lista de productos desinfectantes para uso contra la COVID-19.

Debido a la pandemia por el virus SARS-CoV-2 causante de la COVID-19, el uso de los
QACs es probable que hayan aumentado en el hogar, el trabajo y la industria, debido a su
capacidad de inactivar el virus y de esta forma mitigar la propagacion de la infeccion. Sin

embargo, por el alcance de la pandemia, el uso seguird aumentando (Hora et al., 2020).

Los QACs desinfectantes son en su mayor parte biodegradables (Diomedi et al., 2017),

sin embargo, por sus estructuras quimicas, por la concentracion de oxigeno disuelto y la
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formacion de complejos con tensioactivos anionicos, la degradacion aerobicamente de los QACs

se ve afectada, a pesar de que se consideren biodegradables (Zhang et al., 2015).

Los QACs después de su uso, suelen ser eliminados en los sistemas de tratamiento de
aguas residuales por medio del desagie. Por tal razdn en el medio acuatico, recae el potencial de
mayor efecto ambiental, en los efluentes tratados y en los suelos que podrian estar modificandose
con biosolidos de aguas residuales. (DeLeo et al., 2020). Es de resaltar que debido su fuerte
absorcion vy resistencia a la biodegradacion en andxico y condiciones anaerébicas, los QACs se
han detectado en gran abundancia en muestras de sedimentos y lodos (Zhang et al., 2015). Segln
Mulder et al., (2018) los QACs que son cargados positivamente son absorbidos prioritariamente
en minerales de suelos arcillosos, donde estos quedan en las regiones de las capas intermedias de
silicatos estratificados, de esta forma reduciendo su toxicidad aguda y aumentando su
persistencia. Sin embargo, la liberacion de estos QACs puede mantener potencialmente los

niveles de concentracion.

Algunos microorganismos como bacterias han desarrollado resistencia a antibioticos,

debido al uso excesivo de los QACs en el sector doméstico y en el industrial (Zhang et al., 2015).

Segun Hora et al., (2020), es importante evaluar los impactos ambientales por el elevado
uso de los QACs, los cuales pueden estar permitiendo la proliferacion de resistencia a los
antibiéticos en algunas bacterias, el impacto en la biota presente en aguas superficiales e
interrumpiendo las operaciones en la unidad de tratamiento de aguas residuales y en la formacién

de subproductos de desinfeccion como la nitrosamina.

Para los peces, dafnidos, algas, rotiferos y microrganismos empleados en los sistemas de

tratamiento de aguas residuales, los QACs son considerados toxicos (Zhang et al., 2015).
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En un estudio sobre la influencia del adyudante de amonio cuaternario y silicio organico sobre la
actividad del insecticida acetamiprid, en el organismo D. magna, cinco tensioactivos de amonio
cuaternario mostraron toxicidades extremadamente altas, mientras que para el organismo B. rerio

mostraron toxicidad alta (Li et al., 2017).

Para detectar mutagenos ambientales, se utilizan con frecuencia las plantas superiores,
dado que son conocidas como excelentes modelos genéticos para estos estudios de seguimiento
(Leme y Marin, 2009). Los bioensayos con semillas de plantas vasculares son consideradas
como una excelente herramienta para la evaluacion de riesgos ambientales debido a su mayor
sensibilidad (Pentreath et al., 2015). Allium cepa L. es una de las especies vegetales mas
empleadas para la identificacion de distintos cambios genéticos causados por agentes quimicos
(Causil et al., 2017). A su vez esta planta es reconocida por su uso para evaluar dafios en el
ADN, ya sea alteraciones en el ciclo mitético o por la presencia de aberraciones cromosoémicas

(Leme y Marin 2009).

El potencial citotoxico y genotdxico en células de los meristemos apicales de A. cepa ha
sido evaluada en aguas de rios y sedimentos, un reporte describe que el agua recolectada en los
sitios mas cercanos a la ruptura de una presa del rio Paraopeba (Minas Gerais, Brasil) genero
mayor frecuencia de dafio genético y una menor tasa de division celular con respecto a las
muestras tomadas rio arriba, en el caso las muestras con sedimentos colectadas, la tasa de
division celular y el dafio genético fue reportada en los muestreos mas cercanos a la presa. Otros
resultados fueron las concentraciones de metales disueltos y en el agua total con respecto al
indice mitotico manifestando una asociacion negativa. En las células expuestas de A. cepa

expuestas a sedimentos la frecuencia de aberraciones y el indice mit6tico se asociaron
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negativamente con los niveles de la mayoria de elementos en las fracciones biodisponibles y
totales (Da Silva et al., 2021).

Por otra parte, Lens culinaris, es una especie bioindicadora eficaz para evaluar efectos
citogenotoxicos de cualquier sustancias potencialmente toxica (Salazar y Quintero, 2020), esta
especie también ha sido empleada para determinar el efecto citotoxico del pesticida malation,
encontrandose anomalias como micronucleos e indicando que es una especie bioindicadora de
alto grado de toxicidad a nivel celular (Salazar y Quintero, 2020). L. culinaris es una especie
recomendada para establecer comparaciones con multiples bioindicadores debido a su alternativa

practica y econdémica (Salazar y Quintero, 2021).

En el caso del Pisum sativum, Salazar et al., (2019) afirman que es una especie modelo
experimental factible para evaluar el efecto citotoxico de cualquier sustancia citotdxica, dado que
un estudio evaluaron el efecto citotoxico del hipoclorito de sodio a partir de diferentes
concentraciones, encontrando una inhibicion de la mitosis superior al 50% vy la presencia de
anomalias cromosOmicas en todas las concentraciones evaluadas, tales como cromosomas
rezagados, rupturas cromosdémicas y muesca nuclear, también encontraron que en las
concentraciones de 2.0 y 1.6 mgL-1 hubo presencia de micronucleos, permitiéndoles determinar

que el hipoclorito de sodio es una sustancia quimica altamente citotoxica.

Esta investigacion se plantea debido a la escasa informacion disponible y estudios comparativos
sobre el efecto citotoxico del amonio cuaternario en células apicales de plantas bioindicadoras,
dado que este compuesto ingresa al ambiente como residuos de actividades industriales,
agricolas y de limpieza, los cuales han venido en aumento debido al alto indice de uso por el

crecimiento demogréafico y por la pandemia causada por la COVID-19. Por tal razon el objetivo
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general de la presente investigacion serd determinar el efecto citotoxico del amonio cuaternario

empleando Allium cepa L., Lens culinaris Med., y Pisum sativum L. como bioindicadores.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Determinar el efecto citotoxico del amonio cuaternario empleando Allium cepa L., Lens

culinaris Med. y Pisum sativum L. como bioindicadores.

1.2.2 Objetivos Especificos

Evaluar la longitud radicular y el porcentaje de crecimiento relativo de los meristemos
radiculares de Allium cepa L., Lens culinaris Med. y Pisum sativum L. sometidos a diferentes

concentraciones de amonio cuaternario.

Determinar el indice mitético y las anomalias celulares presentes en las células de los
meristemos radiculares de Allium cepa L., Lens culinaris Med. y Pisum sativum L. obtenidas de

las diferentes concentraciones de amonio cuaternario.

Evaluar los porcentajes de inhibicion mitética en células radiculares de Allium cepa L.,
Lens culinaris Med. y Pisum sativum L. obtenidas de las diferentes concentraciones de amonio

cuaternario.
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2. Estado del Arte

El amonio cuaternario es un compuesto quimico ampliamente usado para labor de
limpieza y desinfectante en diversos campos de la actividad humana, como en el sector de salud,
agricola, industrial, domestico, entre otros. El potencial citotoxico de algunas generaciones de los
QACs ha sido evaluado en diferentes microorganismos, invertebrados, organismos acuaticos a
nivel mundial, sin embargo, en semillas de plantas bioindicadoras son pocos los registros. Segun
Di Nica et al., (2017) en un estudio de investigacion donde evaluaron la toxicidad de los QACs,
individualmente y mezclados, utilizaron la bacteria bioluminiscente Aliivibrio fischeri, donde
encontraron una toxicidad aguda considerable en todos los QACs, tanto a nivel individual como
en diferentes combinaciones de mezclas binarias, los resultados que publicaron registraron
valores de 1C50 (indice de citotoxicidad medio) inferiores a 1 mg L-1. También obtuvieron que
el cloruro de hexadecil trimetil amonio (ATMAC-16) tuvo comportamiento narcético polar

manifestando una baja reactividad con la membrana celular bacteriana.

Por otra parte en una investigacion realizada por Li et al., (2018) evaluaron los efectos
sinérgicos de los QACs con el indoxacarb que es un plaguicida, en los insectos lepiddpteros
Spodoptera exigua y Agrotis ipsilon, y el organismo acuatico, Daphnia magna, donde lograron
determinar que cinco QACs evaluados aumentaron la toxicidad del indoxacarb en los dos
insectos, siendo el cloruro de bencil dimetil tetradecilamonio (TDBAC) y el cloruro de
Benzododecinio (DDBAC) los de mayor significancia para S. exigua. Es de resaltar que, en esta
investigacion, los QACs mas efectivos con el sinergismo con el indoxacarb, generaron mayor
toxicidad, bien sea Unicamente o conjuntamente en la D. magna. Sin embargo, resaltaron que
este tipo de investigaciones que busca promover la eficacia del manejo de plagas a partir de la

busqueda de sinergismos, los riesgos toxicologicos para los organismos acuaticos no deben



20

pasarse por alto. En las células del ser humano también han evaluado la citotoxicidad de los
QACs, Debbasch et al., (2001) realizaron un estudio del efecto del amonio en una linea de
células epiteliales conjuntivales humanas (Chang), donde el cloruro de Benzalconio (BAC),
Bromuro de Benzododecinio (BOB) y cetramida (Cet) fueron los mas citotdxicos, también
evidenciaron la presencia de un mecanismo de apoptosis en concentraciones bajas de amonio
cuaternario y presencia de un mecanismo necrotico en concentraciones mas altas de amonio

cuaternario.

En un estudio mas reciente Bravo y Garrido (2020) lograron determinar la respuesta
celular del amonio cuaternario en preparaciones dentales, donde comprobaron que a mayor
concentracion del compuesto quimico y mayor tiempo de exposicién, ocurrié una disminucion
de la cantidad de células. Para las células madre que obtuvieron de las pulpas dentales de
terceros molares, el amonio cuaternario con concentracion 1 % fue citotoxico, mientras que la
concentracion al 2% la citotoxicidad fue mayor y manifestd menos cantidad de células.

Segun Biczak et al., (2017) en un estudio en donde los QACs estructuralmente diferentes
se aplicaron en forma de pulverizacion foliar y aplicacion al suelo en tres especies de malezas,
galan soldado (Galinsoga parviflora Cav) pata de ganso blanca (Chenopodium album L.) y
acedera comdn (Rumex acetosa L.) siendo la aplicacién al suelo la que mayor presentd fuertes
propiedades herbicidas de los compuestos examinados, presentdndose inhibicién del crecimiento
brotes y raices de plantas. De acuerdo con la actividad herbicida, el compuesto Tetrafluoroborato
de tetrahexilamonio[THA] [BFs] demostrd ser mas débil en comparacién con los compuestos
Tetrafluoroborato de tetrabutilamonio [TBA] [BF4] y Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio

[TBA] [PFe] que demostraron ser los mas fuertes. La inhibicion de la longitud de los brotes y
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raices, el cambio en el contenido de peso seco y la disminucidn en los pigmentos de asimilacion

fue ocasionada por la mayor concentracion de QACs.

Segun Bickzak et al., (2018) en un estudio en donde evaluaron el efecto de tres QACs
como el tetrametilamonio [TMA] [PF6], tetrabutilamonio [TBA] [PF6] y tetrahexilamonio
[THA] [PH6] hexafluorofosfatos en Hordeum vulgare (Cebada de primavera) Raphanus sativus
L. subvar. Radicula Pers. (Rabano comun), estos QACs demostraron exhibir una alta
fitotoxicidad, siendo Hordeum vulgare la mas sensible a estos compuestos quimicos. Entre otros
resultados observaron acumulacién de fldor en las células de ambas especies, disminucion del
peso fresco e inhibicion en el crecimiento de las plantas y sus raices. La interaccién entre las dos
especies de plantas terrestres y los QACs con anidn hexafluorofosfato diferenciados por el
numero de &tomos en los sustituyentes alquilo, dependié principalmente por la concentracion

utilizada de estos compuestos quimicos, la longitud del sustituyente y la especie vegetal.

En plantas de trigo cultivadas hidroponicamente, Li et al., (2019) examinaron los efectos
de tres QACs tipicos, los cuales son el cloruro de dodeciltrimetilamonio (DTAC), cloruro de
dodecildimetilbencilamonio (DBAC) y cloruro de dimetilamonio (DDAC), donde observaron
hormesis y fitotoxicidad después de 14 dias de exposicion. A medida que aumentaron las
concentraciones de 0.05 a 0.8 mg L-1 el peso fresco de los brotes y raices aumentd
gradualmente. Sin embargo, la inhibicidn severa del crecimiento de las plantas al disminuir el
peso fresco de los brotes y raices, la longitud total de la raiz y el contenido del pigmento
fotosintético, fue debido a las concentraciones més altas de QACs. Segun los resultados que
obtuvieron, estos pueden usarse para evaluar el riesgo de la toxicidad de los QACs con el medio

ambiente y de acuerdo con el orden de fitotoxicidad en las plantulas de trigo, el DDAC fue
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menor que DTAC y estos dos menores que DBAC, esto dependidé de las concentraciones
aplicadas y sus caracteristicas.

Por otra parte, en las plantas bioindicadoras de Allium cepa, Lens culinaris y Pisum
sativum se han realizado estudios que evaltan el potencial citotoxico de compuestos quimicos.
Salazar et al., (2020), evaluaron el efecto citogenotdxico del propanil en células de meristemos
apicales de plantas de A. cepa y semillas de L. culinaris, donde realizaron 6 tratamientos con el
compuesto quimico con las siguientes concentraciones 2, 4, 6, 8, 10 y 12 mg L-1 encontrando
que a partir de 2 mg L-1 disminuy0 el crecimiento de las raices y el 12 mg L-1 disminuy6 mas
del 60% del ciclo celular. Sin embargo, todos los tratamientos evidenciaron una disminucion del
desarrollo de las raices y la mayor parte de estos manifestaron anomalias cromosémicas, como
cromosomas pegajosos en metafase, células binucleadas y ausencia de nucleo. Otras anomalias
como la presencia de micronucleos y los resultados de L culinaris demostraron la alta
citogenotoxicidad del compuesto quimico y la viabilidad de esta planta como bioindicador para
evaluar cualquier sustancia potencialmente citogenotoxica. El estudio comparativo evidencio que

la mitosis en L. culinaris presenté mayor inhibicion que en A. cepa.

En el caso del P. sativum, Salazar et al., (2019) la consideraron como una especie modelo
factible para evaluar el efecto citotdxico de cualquier sustancia citotoxica. En la investigacion la
planta resulté ser un bioindicador eficaz para evaluar el efecto citotoxico de diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio. En este estudio emplearon semillas de P. sativum
expuestas a diferentes concentraciones del compuesto quimico (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 2 mg L-1),
donde midieron el crecimiento de las raices pasadas 24 h, 48 h y 27 h, luego hallaron el indice
mitético (IM) y a partir de 5000 celulas por tratamiento a las 72 horas, determinaron las

anomalias cromosomicas. En los resultados obtenidos en la investigacion, observaron una
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disminucion en el crecimiento de las raices en las concentraciones 0.4, 1.6 y 3 mg L-1 y una
inhibicion de la mitosis superior al 50% en todas las concentraciones evaluadas. Entre las
anomalias cromosémicas presentes en todas las concentraciones evaluadas encontraron
cromosomas rezagados, muesca nuclear y rupturas cromosémicas. Mientras que la presencia de
microndcleos en las concentraciones de 2.0 y 1.6 mg L-1 les permitiéo determinar que este

compuesto es altamente citotoxico.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Tipo de Investigacion

La presente investigacion es de enfoque cuantitativa con componente deductivo dado que
se us6 la experimentacion para relacionar variables dependientes (Citotoxicidad) e
independientes (Concentraciones de amonio cuaternario en diferentes plantas) con la respectiva

recoleccion de datos donde posteriormente se realizo el analisis empleando métodos estadisticos.
3.2 Poblaciéon y Muestra
3.2.1 Poblacién
Bulbos de A. cepa y semillas de L. culinaris y P. sativum
3.2.2 Muestra

3 bulbos de A. cepa y 6 semillas de L. culinaris y P. sativum por cada tratamiento de
amonio cuaternario mas un grupo control que comprende agua destilada (9 tratamientos) en 5
repeticiones. Para un total de 28 bulbos de A. cepa, 30 semillas de L. culinaris y 30 semillas de

P. sativum.
3.3 Fases de la Investigacion
3.3.1 Ensayo de Toxicidad

Se expusieron 9 tratamientos con las siguientes concentraciones de amonio cuaternario:
0,1, 0,5, 1, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm 0 mg L (Hora et al., 2020; DeLeo et al., 2020; Gerba, 2015;
Cooper, 1988) y un control positivo (Agua destilada) en bulbos de A. cepa y semillas de L.

culinaris y P. sativum. Siguiendo el protocolo usado por Causil et al., (2017), se emple6 3 bulbos
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de A. cepa en cada tratamiento por 3 réplicas (28 bulbos en total) en recipientes plasticos limpios
con 25 mL de cada concentracién (Figura 1). Para L. culinaris y P. sativum se aplic6 el método
propuesto por Salazar et al., (2020) con algunas modificaciones, donde se expusieron 6 semillas
en cada tratamiento por 5 réplicas (30 semillas por cada especie) en cajas de Petri de 100 mm de
diametro y se situaron en papel filtro de 90 mm de diametro con nivel de porosidad equivalente
al papel Whatman® N°3. Posteriormente se adicionaron 25 mL de cada una de las
concentraciones a cada caja de Petri y se sellaron con papel Parafilm ®, luego se ubicaron en la
oscuridad durante 72 horas a 28 +/- 2°C para evitar la desecacion. En el control positivo se

emplearon semillas germinadas en cajas de Petri con 25 mL de agua destilada (Figura 2 y 3).

Figura 2. Semillas de L. culinaris cepa expuestas a la accion del amonio cuaternario
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Figura 3. Semillas de P. sativum expuestas a la accion del amonio cuaternario

3.3.2 Germinacion de Semillas y Crecimiento Radicular

La germinacion de una semilla comienza con la absorcion de agua, cuando la semilla seca
esta en reposo y culmina cuando hay presencia de la protuberancia de la radicula por medio de
las capas que la envuelven (Tuan et al., 2019). Para evaluar la toxicidad de compuestos organicos
e inorganicos, se hace uso de la prueba de germinacion de semillas y elongacion de raices (Di

Salvatore et al., 2008).

Una vez el tiempo estimado de la exposicidn con cada uno de los tratamientos de amonio
cuaternario, se realizo el conteo de semillas germinadas y aquellas que logren una longitud
mayor a Imm seran tenidas en cuenta (Di Salvatore et al., 2008). EIl crecimiento radicular de las
tres especies bioindicadoras se evalu6 al final de la exposicidn en cada una de las soluciones a
las que fueron expuestas, donde se realizd la medicion de la longitud de la radicula de las
plantas. De acuerdo con Bosker et al., (2019) los resultados obtenidos se expresaron como
porcentaje de crecimiento relativo de las raices (RRG por sus siglas en inglés) y se expresaron

con la férmula:

Mean root lenght in concentration
RRG(06) = 2100
IMean root langht in control
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3.3.3 indice Mitético

El indice mitdtico (IM) es aquel que permite conocer si hay presencia o inhibicion de la
division celular, cuando hay alteraciones inhibitorias el IM es inferior al valor del control
negativo, en cambio si el IM es superior indica un incremento en la division celular debido a las

sustancias quimicas empleadas en el ensayo (Restrepo et al., 2012).

Para el protocolo de tincion, una vez pasadas las 72 horas después de la siembra, se aplicd
el protocolo empleado por Causil et al., (2017) con modificaciones, donde las puntas de las
raices de las tres especies bioindicadoras de tamafio aproximado de 1 mm, se enjuagaron con
agua del grifo, se sometieron en HCI 2 N por 15 minutos y se tifieron durante 10 minutos con el
compuesto aceto-orceina. Luego se dispusieron en un portaobjetos y se ejercié presion con un
cubreobjetos para lograr hacer visible cada fase celular mediante la dispersion de las células

(Salazar et al., 2019; Salazar y Maldonado, 2020) en el microscopio (OPTIKA C-B 10).

Para el indice mitdtico se analizaron 1000 células por 5 réplicas (5000 células por

tratamiento) empleando la siguiente formula:

Mitotic index (96) = Number of dividing cells {00
OHe e ~ Totalnumber of cells x

3.3.4 Anomalias Celulares

Las aberraciones cromosomicas son cambios cromosomales que las estructuras genéticas
sufren o el total de cromosomas, lo cual puede generarse por agentes quimicos o fisicos de

manera espontanea (Restrepo et al., 2012).

Para determinar las clases de anomalias que se presentaron, se emple6 la siguiente

férmula aplicada en la metodologia de Salazar y Maldonado, (2020).
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Total number of abnormal cells

Felative abnormality rate (04) = 100

Total numbear of calls obzerved *

Durante la mitosis quedan fuera del nucleo, unos fragmentos o cromosomas completos,
los cuales se denominan micronucleos (Torres y Ramos, 2013). El indice de microntcleos (MNI

por sus siglas en inglés) se determind mediante la formula empleada por Scherer et al., (2019)

Total of cells with micronucleus
NI = ¥ 100

Total of cells obsarved

3.3.5 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se realizé un disefio de bloques completamente al azar con bulbos de A. cepa y semillas
de L. culinaris y P. sativum expuestos a 9 tratamientos que comprende diferentes
concentraciones de amonio cuaternario mas un grupo control (Agua destilada), en un tiempo de
exposicion de 72 horas. Para el andlisis estadistico sobre los datos obtenidos de la germinacién,
crecimiento radicular, indice mitético y anomalias celulares se empled un anélisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de rango multiple HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey

(P<0.05) mediante el software estadistico Statgraphics Centurion ® versién XVII.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Resultados

4.1.1 longitud Radicular

Al termino de las 72 horas de exposicion de las especies A. cepa (figura 4), L. culinaris
(figura 5), y P. sativum (figura 6), en diferentes tratamientos de amonio cuaternario (50, 40, 30,
20, 10, 1, 0,5, 0,1 ppm) mas el grupo control (Agua destilada) se determinaron las longitudes
radiculares presentadas y el porcentaje de crecimiento relativo de las raices.

En el bioindicador A. cepa los tratamientos T9:50 ppm (0,1+0,1) y T8:40 ppm
(0,15+0,15) fueron los que menor longitud radicular manifestaron sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, mientras que en el T1: Control (0,36+0,05) existio la
mayor longitud radicular y no tuvo diferencias significativas con los tratamientos T2:0,1 ppm
(0,34+0,05), T3:0,5 ppm (0,32+0,04), T4:1 ppm (0,32+0,03) y T6:20 ppm (0,25+0,02). En L.
culinaris el tratamiento donde hubo mayor inhibicién radicular fue el T9:50 ppm (1,56+0,12), el
cudl no tuvo diferencias significativas con los tratamientos T8:40 ppm (1,6+0,05), T6:20 ppm
(1,7£0,04), T5:10 ppm (1,8+0,16), y T2:0,1 ppm (2,01£0,16). En el T1: Control (2,13+0,04)
existié la mayor longitud radicular y no tuvo diferencias significativas con los T2:0,1 ppm
(2,01+0,16), T3:0,5 ppm (2,07+0,06), T4:1 ppm (2,11+0,07), T5:10 ppm (1,8+£0,16), T6:20 ppm
(1,7£0,04) y T7:30 ppm (2,12+0,7). Por su parte en P. sativum el tratamiento que manifesto
menor longitud radicular correspondié al T3:0,5 ppm (0,5£0,1) el cuél no tuvo diferencias
significativas con el resto de tratamientos y en el T1: Control (1,3) se registré la mayor longitud
radicular. De acuerdo con el porcentaje de crecimiento relativo de las raices, en A. cepa, el

tratamiento T2:0,1 ppm comprendio el mayor porcentaje con un valor de 94,4%, mientras que el
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tratamiento T9:50 ppm manifestd el menor con 27.7%. En L. culinaris, el tratamiento T7:30 ppm
registr6 el mayor porcentaje de crecimiento radicular con un 99,5%, mientras que el menor
crecimiento correspondié al tratamiento T9:50 ppm con 73,2%. En P. sativum el mayor
porcentaje lo evidencio al tratamiento T8:40 ppm con 61,5% Yy el de menor porcentaje fue el

tratamiento T3:0,5 ppm con 38,4% (Tabla 1).

T1: Control T2:0,1 ppm T3:0,5 ppm

T4:1 ppm T5:10 ppm T6:20 ppm

T7:30 ppm T8:40 ppm T9:50 ppm

Figura 4. Raices de A. cepa en diferentes concentraciones de amonio cuaternario
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T1: Control

T2:0,1 ppm

T3:0,5 ppm

T5:10 ppm

T6:20 ppm

T8:40 ppm

T9:50 ppm

Figura 5. Raices de L. culinaris en diferentes concentraciones de amonio cuaternario



T1: Control

T2:0,1 ppm

T3:0,5 ppm

T4:1 ppm

T5:10 ppm

T8:40 ppm

T9:50 ppm

Figura 6. Raices de P. sativum en diferentes concentraciones de amonio cuaternario
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Tabla 1 Longitud radicular y porcentaje de crecimiento relativo de las raices en A. cepa, L.

culinaris y P. sativum

Porcentaje de crecimiento relativo de las

Concentracion Longitud radicular raices (CRR)
(mg L-1)
A. cepa L. culinaris  P. sativum A. cepa L. culinaris P. sativum

T1:Control 0,36+0,05a 2,13+0,04a 138 e- e e
T2:0.1 0,34+0,05a 2,01+0,163,c 0,6+0,4b 94,4 94,3 46,1
T3:0.5 0,32+0,043b  2,07+0,06%,b 0,5+0,1b 88,8 97,1 38,4
T4:1 0,32+0,032b  2,11+0,07a,b  0,6+0,2b 88,8 99,1 46,1
T5:10 0,23+0,08,b,cd 1,8+0,16%b,c  0,59%0,1b 66,3 84,5 45,3
T6:20 0,25+0,028,b,c 1,7+0,042b,c  0,74+0,2b 69,4 79.8 56,9
T7:30 0,2+00,1c,d 2,12+0,7a,b  0,73+0,22b 55,5 99,5 56,1
T8:40 0,15+0,15d,e  1,6+0,05b,c  0,8+0,17b 41,6 75,1 61,5
T9:50 0,1+0,1e 1,56+0,12¢ 0,6+0,3b 27,7 73.2 46,1

En esta tabla, los valores de medias + DE representada con letra diferente indicaran

diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba de Tukey (P<0.05).

4.1.2 Indice Mitotico

Se observo la presencia de la interfase y las fases de la mitosis en los tratamientos T1:
Control en A. cepa (Figura 7), L. culinaris (Figura 8) y P. sativum (Figura 9).

Para determinar el efecto de los tratamientos de amonio cuaternario en el ciclo celular de
los meristemos apicales de A. cepa, L. culinaris y P. sativum, se obtuvieron los indices mitéticos
(IM). En A. cepa hubo inhibicién del indice mitético en los tratamientos T9:50ppm y T8:40
ppm. En L. culinaris el menor indice mitético se presento en el tratamiento 9:50 ppm (6.8+0,84),
no encontrandose diferencias significativas con el tratamiento T8:40 ppm (7,6+0,55). Mientras
que en P. sativum el menor indice mit6tico se presento en el tratamiento T9:50ppm (8,4+0,9) sin

diferencias significativas con los tratamientos T8:40 ppm (8,6+0,55), T7:30 ppm (9,4+0,54),
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T6:20 ppm (9,8+0,83). En las tres especies bioindicadoras el grupo control manifest6 el mayor
IM.

Los resultados obtenidos, determinaron que el mayor porcentaje de inhibicion de mitosis
en A. cepa se presentd en los tratamientos T8:40 ppm (100%) y T9:50 ppm (100%), en L.
culinaris fue en el tratamiento T9:50 ppm (61%) y en P. sativum el tratamiento T8:40 ppm

(51,2%) comprendié el mayor porcentaje (Tabla 2).

3 e B!

Figura 7. Interfase y fases de la mitosis en A. cepa. A= Interfase. B= Profase. C= Metafase .D=

Anafase .E= Telofase. Todas pertenecientes al Tratamiento T1 (Control)
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Figura 8. Interfase y fases de la mitosis en L. culinaris. A= Interfase. B= Profase. C= Metafase

.D= Anafase .E= Telofase. Todas pertenecientes al Tratamiento T1 (Control)

A B C

-

Figura 9. Interfase y fases de la mitosis en P. sativum. A= Interfase. B= Profase. C= Metafase

.D= Anafase .E= Telofase. Todas pertenecientes al Tratamiento T1 (Control)
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Tabla 2. indice mitdtico y porcentaje de inhibicion de mitosis en A. cepa, L. culinaris y P.

sativum

Concentracion indice Mitético Inhibicion de mitosis (%)

(mg L) A. cepa L. culinaris P.sativum  A.cepa L.culinaris P. sativum
T1:Control 15,8+1,1a 17,6%0,54a 164+lla  ---- = -eem -
T2:0.1 12,2#1,3b  15,2+0,83b 152+13ab 227 13,6 7,3
T3:0.5 11,2#1,3b  14,8+0,83b 13,8+0,4bc 29,1 154 15,9
T4:1 10,4+0,54b 14,4+0,89b 12,6+1,1c,d 34,1 18,18 23,1
T5:10 7,240,84c  12,840,84c 11,2+0,4de 544 27,3 31,7
T6:20 6,2+1,3c  11,8+0,84c 9,8+0,83e,f 60,7 32,9 40,2
T7:30 1,8+0,85d  9,4+0,55d 9,4+0,54ef 88,6 46,6 42,6
T8:40 od 7,6£0,55¢  8,60,55f 100 56,8 51,2
T9:50 od 6,8+0,84e 8,4+0,9f 100 61 48,9

En esta tabla, los valores de medias + DE representada con letra diferente indicaran

diferencias estadisticamente significativas, segiin la prueba de Tukey (P<0.05).

4.1.3 Anomalias Celulares

En A. cepa se presentaron anomalias como presencia de micronucleos, células
binucleadas, ausencia de nucleo, fragmentacion nuclear, lesiones nucleares y nucleos alargados,
(Figura 10) siendo el tratamiento T9:50 ppm donde mayoritariamente se expresaron. Mientras
que otras anomalias como la anafase irregular se presentaron en el T4:1 ppm, puente de anafase
en el T5:10 ppm y metafase irregular en el T4:1ppm.

Las células binucleadas (18,2+2,1), la ausencia de nucleo (23,2+2) y las lesiones
nucleares (50,6+2,7) en el tratamiento T9:50 ppm comprenden diferencias significativas con el
resto de los tratamientos. Del mismo modo el anafase irregular (6,6+1,1) y la metafase pegajosa

(16,2+0,8) en el T4:1 ppm comprendio diferencias con los demas tratamientos.
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Los micronucleos (58,2+6,9), la fragmentacion nuclear (48,6+2,5) y los ndcleos
alargados (54+4,9) no tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
T9:50 ppm y T8:40 ppm, mientras que el puente en anafase no manifestd diferencias
significativas entre los tratamientos T5:10 ppm (7,4+0,8) y T4:1 ppm (6,2+0,9).

Anomalias como anafase irregular, puente de anafase y metafase pegajosa no se manifestaron en
los tratamientos T9:50 ppm y T8:40 ppm.

De acuerdo con las anomalias celulares ocasionados por el tensioactivo, en la especie L.
culinaris (Figura 11), el microntcleo fue la que se presentdé mayormente, siendo el tratamiento
T9:50 ppm (49,4+3,6) donde més se manifesto, sin diferencias significativas con el tratamiento
T8:40 ppm (48,2+1,1). Las anomalias de células binucleadas (8,8+0,8), la ausencia de nucleos
(7,4£1,5), la anafase irregular (24,4+3,5) y la metafase pegajosa (53,4+2) se presentaron con
mayor proporcion en el tratamiento T9:50 ppm con diferencias significativas con el resto de los
tratamientos. La fragmentacion nuclear (31,8+2,3), lesiones nucleares (12+2) y puente en anafase
(3,0£1) se presentd con valor maximo en el T9:50 ppm, sin embargo, no presentaron diferencias
significativas con el T8:40 ppm. Por su parte los cromosomas partidos se presentaron mas en el
T9:50 ppm (3,6+1,1) sin diferencias estadisticas con los T8:40 ppm (3,2+1,3) y T7:30 ppm
(1,8+0,8). Respecto a las anomalias celulares presentes en P. sativum (Figura 12), los
microndcleos (22+1,7), la ausencia de nucleo (26,2+1) y la anafase irregular (21,8+2) se
presentaron mayoritariamente en el tratamiento T9:50 ppm con diferencias estadisticamente
significativas con el resto de tratamientos. En el T9:50 ppm fue donde mas veces se encontraron
células binucleadas (4,6+0,5), puente de anafase (5,4+0,8) y metafase pegajosa (15,6+0,8), no
presentandose diferencias significativas con el tratamiento T8:40 ppm. La fragmentacion

nuclear (20+0,9) y las lesiones nucleares (9,4+0,8) son otras anomalias que también se
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presentaron superiormente en el tratamiento T9:50 ppm, sin diferencias significativas con los
tratamientos T8:40 ppm y T7:30 ppm. Los cromosomas rezagados se presentaron mayormente
en el tratamiento T9:50 ppm (2,2+1) sin diferencias estadisticamente significativas con los
tratamientos T8:40 ppm (1,8+0,8), T7:30 ppm (1,6+0,5) y T6:30 (1,0+0,7) ppm.

De acuerdo con las 3 especies bioindicadoras, la anomalia que mas se presentd en A. cepa
fue los micronucleos en el tratamiento T9:50 ppm (58,2+6,9), en L. culinaris fue la metafase
pegajosa en el tratamiento T9:50 ppm (53,4+2) y en P. sativum, fue la ausencia de nucleos en el

tratamiento T9:50 ppm (26,2+1) (Tabla 3).

A B = o -
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Figura 10. Anomalias celulares en A. cepa. A, B= Micronucleos. C= Fragmentacion nuclear. D=

PRI

Nucleo alargado .E= Ausencia de nicleo. F= Célula Binucleada. G=Metafase pegajosa. H=

Puente en anafase. 1= Anafase irregular. J= Lesion nuclear
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Figura 11. Anomalias celulares en L. culinaris. A= Microndcleo. B=Puente en anafase. C=
Metafase pegajosa. D= Anafase irregular .E= Célula Binucleada. F= Cromosoma partido G,

H=Fragmentacion nuclear. I= Lesién nuclear. J= Ausencia de ndcleo.

Figura 12. Anomalias celulares en P. sativum. A, B= Micronucleos. C= Puente en anafase. D=
Metafase pegajosa. E= Fragmentacion nuclear. F= Célula sin nicleo G= Lesion nuclear. H=

Cromosoma rezagado. I= Anafase irregular.



Tabla 3. Anomalias celulares en A. cepa, L. culinaris y P. sativum

40

Concentracién

Allium cepa L.

-1 C. Ausenci  Fragme . , Anafase Puente = Metafase
(mg L) N : ..~ Lesiones  Nacleos !
microndcleo  Binucle ade ntacién . irregula en pegajosa
; nucleo alargados
ada nucleo  nuclear r anafase
T1:Control Oa Oa Oa 0a Oa Oa Oa Oa Oa
. 3,8%la Oa 3,0£0,9 3,2+1,3* 3+0,74b  6,4+1,8b 1,6+0,5b 1,6+0,5b  8,6+0,5b
T2:0.1 b b
. 7,8+1,3%b 1,6+0,1a 5,4+05 8,4+0,5 6+0,6b 9,6+0.5b,c 3,6+0,6c 3,840,8c  10,2+0,8
T3:0.5 b b.c bic b
Ta41 13,2+1,9b,c 3,6+0,2b 54405 13+0,7¢c 10,6+2,1 11,8+0,8b, 6,6+1,1d 6,2+0,9d 16,2+0,8
’ c b,c ,d c c d
. 16,6+1,5b,c 52+0,8c 6,8+l,c, 14,40, 12,2+22 152+0,7c, 4,8+0,8c 7,4+0,8d 14,8+0,4
5110 d scd ¢ d c
. 21,240,8¢c 8,4+0,5d 8,8+0,8 19,2+0, 224+18 18,4+2d 1,0£0,78,  0,6+0,5%.  0,440,5a
T6:20 d 8d d b b
. 30,6+8,3d 8,8+0,8d 12,611, 31,4+7, 244+11 36,6+2,1e 0,8+0,1%, 0,8+0,1, 1+0,la
T7:30
3e 8e d b b
. 51+6,9¢ 15,6+1,8 16,4+1, 43+43f 442+39  50,4+5f 0a Oa. Oa
T8:40 e 3f e
T9:50 18,2+2,1 23,2+2g 48,612, 50,6+2,7f 54+49f Oa Oa Oa
) 58,2+6,9¢ f 5f
Lens. culinaris Med.
Concentracion -
(mg L™ . , . C. Ausenci Frag_rpen Lesiones Cromoso Anafase Puente en Meta_f ase
Micronudcleo  Binuclea ade tacion - ma . pegajosa
; nucleo - irregular  anafase
da ndcleo  nuclear partidos
T1:Control Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 0,4+0,5a
T2:0.1 3,0+0,7a 1,04£0,7a Oa 1,6+0,5a 1,4+0,5a Oa Oa Oa 1,440,4a
T3:05 8,8+0,8b 2,6+0,82, Oa 2,4+0,4a 3,6+0.4b 0,4+0,52b 1,6%0,5%b Oa 5,4+1,1b
e b
Ta1 13,8+1,3c 24+11a 3,0+0,7b 17,2421 4,4+05b 0,2#0,4a  3,6+0,5b 0,640,542, 10%0,7c
’ b b
T5:10 22,4+1,5d 52+1%b 3,6+05b 23,2+1,3 94+13c 1,2+0,44b 6,8+0,83c 1,0+0,74b  15+0,6d
’ c
T6:20 25,2+3,9d 6,4+1,3% 4,0+0,7b, 24,6432 9,8+0,3c 1,4+0,5°b 8,0+0,7c,d 1,2+0,4%b, 15,8+1,6d,
’ b c c,d c e
T7:30 37,442 8e 7,2+1lb,c 3,6+0,8b 27,0+1,2 10,4+09c 1,840,8c 10,4+0,8d 1,4+0,5b,c 17,8+1,6e
) de
T8:40 48,2+1,1f 7,2+1,6¢c, 5,6%1,1c 29,6+1,1 9,6+1,1cd 3,2+13cd 21,2+1,6e 2,4+08,c, 22,4+18f
’ d e f d
T9:50 49,4+3,6f 8,8+0,8d 7,4+1,5d 31,8+2,3f 12+2d 3,6+1,1cd 244+35f  3,0+1d 53,4429
Pisum sativum L.
Concentracion C Ausenci  Fragmen Cromoso
(mgL™Y . , L an Lesiones Anafase Puenteen Metafase
Microntdcleo  Binuclea ade tacién p ma . .
; nucleo irregular  anafase  pegajosa
da ndcleo  nuclear rezagado
T1:Control Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T2:0.1 0,8+0,1a Oa Oa 5,0x15b 2,4+1,1b Oa Oa 0a 2,0+0,7a
T3:05 2,2+1a Oa 6,4+1,1b 8,0+1,2b 2,8+0,8b Oa 3,4+0,8b 1,8+0,1b  5,440,5b
e c
Ta1 6,0+1,4b 0,8+0,1* 8,6+0,5b, 10,6+2,6 3,8+1,4b Oa 4,4+05b  2,0+0,5b 7,8+0,8b,c
’ c cd
T5:10 9,2+0.8b 2,0£0,2b 10,8+1,3 12,6+1,8 6,6+1,5c 0,6+0,18b 9,0#0,7¢c 2,6+£0,7c  9,0tlcd
’ c,d d,
T6:20 11,2+1,6¢ 2,2+0,4b 11,6+1,8 15,240.8 7,240,44c 1,0+0,7ab,c 9,840,8c 3,4+0,5¢c,d 11,4+2de
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d e
T7:30 13,2+3,4c 2,6+0,4b 12,4+19 18,4+09 7,6+0.8c,d 1,6+0,5bc 12,0+1,7d 4,0+0,5d 12,6x2e
’ d ef
T8:40 18,4+1,22d 3,8+0,4c 154+15 17,2#2f 8,6+0,5c,d 1,8+0,8bc 16,8+2,1e 4,4+0.7d,e 13,4+2ef
) e
T9:50 22+1,7e 46+05¢c 26,241 f 20+0,9f 9,4+0,8d 2,2+1c 21,8+2f 5,4+0,8e  15,6+0,8f

En esta tabla, los valores de medias + DE representada con letra diferente indicaran

diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba de Tukey (P<0.05).

4.1.4 indice de Micronucleos

Los resultados obtenidos permitieron observar que en A. cepa hubo mayor indice de
microndcleos, especialmente en el tratamiento T9:50 ppm (5,8+0,6), el cual no tuvo diferencias
significativas con el tratamiento T8:40 ppm (5,1£0,5). Del mismo modo L. culinaris presento el
mayor indice de micronucleos en el tratamiento T9:50 ppm (4,9+0,36) el cual no tuvo diferencias
significativas con el T8:40 ppm (4,2£0,1). En el caso de P. sativum, el mayor indice lo
comprendié el T9:50 ppm (2,2+0,1) presentando diferencias estadisticamente significativas con
los demas tratamientos. La tasa relativa de anormalidad fue expresada en porcentaje, siendo los
tratamientos T9:50 ppm de las especies A. cepa (25,28%) y L. culinaris (19,3%) donde
mayoritariamente se presentaron. En el caso de P. sativum, el T8:40 ppm (9,88%) fue el que

presento la mayor tasa relativa (Tabla 4).
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Tabla 4. indice de micronicleos y tasa relativa de anormalidad en A. cepa, L. culinaris y P.

sativum

., indice de microntcleos Tasa relativa de anormalidad
Concentracion

(mg LY L L

A. cepa culinéris P.sativum  A. cepa culinéris P. sativum
T1:Control Oa Oa Oa 0 0,06 0
T2:0.1 0,38+0,1a 0,3+0,07a 0,08+0,01a 3,18 0,84 1,01
T3:05 0,7840,13a,b 0,940,08b 0,2+0,1a 4,76 2,48 3
T4:1 1,3+0,2b,c  1,4+0,1c  0,6+0,1b 8,66 55 4,4
T5:10 1,66+0,1b,c 2,2+0,1d 0,9+0,01b 9,74 8,78 6,24
T6:20 2,1+0,1c 2,5+0,4d 1,1+0,1c 10,04 9,64 7.3
T7:30 3,0+0,8d 3,740,3e  1,3%0,3c 14,7 11,7 8,44
T8:40 5,1+0,5e 4,8+0,1f 1,84+0,12d 22,06 14,94 9,88
T9:50 5,8+0,6e  4,9+0,36f 2,240,1e 25,28 19,3 6,7

En esta tabla, los valores de medias + DE representada con letra diferente indicaran

diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba de Tukey (P<0.05).

4.2 Discusion

4.2.1 Longitud Radicular

Las plantas superiores son de importancia para la realizacion de pruebas genéticas con
fines de monitoreamiento de contaminantes que estan en el medio ambiente (Khanna y Sharma,
2013). Por lo tanto, para detectar mutagenos quimicos, las plantas superiores son un sistema de
ensayo de primer nivel (Grant, 1978).

En esta investigacion se logré identificar que conforme se aument6 las concentraciones
del amonio cuaternario en los tres bioindicadores, ocurria descenso del crecimiento radicular. Al
igual que los resultados de Kumar y Singh (2020), donde reportaron que la tasa de crecimiento y
division celular en los apices de las raices de A. cepa fueron afectadas por el malation. Es de

resaltar que, de acuerdo con las tres especies, las raices de L. culinaris manifestaron color marrén
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en el apice, con forma raquitica en todas las concentraciones aplicadas, resultados similares a los
aportados por Salazar y Maldonado (2020) donde las raices expuestas a concentraciones mayores
de NaClO comprendian forma desvencijado y enfermiza de color amarilla. Con respecto a los
resultados obtenidos de las longitudes radiculares de los bulbos de cebolla, estos difieren de los
reportados por Causil et al., (2017), donde después de 72 h de exposicion a distintas
concentraciones de NaClO, entre las mas bajas, especificamente 0,2 y 1 mg L-1 tuvieron mayor
crecimiento radicular con respecto al grupo control. Segun Khanna y Sharma (2013) si existe un
45% de la disminucion de la longitud radicular, conllevara también a expresar alteraciones
genéticas, presentandose en el T9:50 ppm en A. cepa el valor més bajo (27,7%) de porcentaje de
crecimiento relativo de las raices, mientras que en P. sativum se presento en el T3:0,5 ppm
(38,4%). Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno (ROS) son considerados mensajeros
que conducen a la sefializacion oxidativa, estan involucrados con procesos de crecimiento y
desarrollo de las plantas, llegando a regular el ciclo celular, la latencia, la germinacion de las
semillas, el crecimiento radicular, el tubo polinico y el desarrollo de hojas (Choudhary et al.,
2020), es decir son importantes en la fisiologia de las semillas (Jeevan et al., 2015). A partir del
metabolismo celular vegetal, los ROS se producen de forma normal, sin embargo las tensiones
ambientales conllevan a la produccidén excesiva, generando dafio oxidativo y progresivo e
inclusive la muerte celular (Sharma et al., 2012). En un estudio en plantas de arroz, revelaron que
la naturaleza esencial del exceso de estrés interno de NH4*, resultd6 mantener relacion con los
estallidos de ROS (Yang et al., 2020). Es importante destacar, que en una investigacion la
produccion de ROS aumentada por el paraquat inhibe la protoporfirina IX, la cual es reportada

por su funcion fundamental para el desarrollo vegetal (Salazar y Quintero, 2020).
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4.2.2 Indice Mitético

El indice mitdtico (IM) es un pardmetro empleado para evaluar la citotoxicidad de ciertos
agentes, esta caracterizado por el numero total de células en el ciclo celular, por tal razon si
existe un aumento o disminucion del IM se puede determinar el nivel de citotoxicidad del agente
(Ribeiro et al., 2016), si el IM es inferior al grupo control hay presencia de alteraciones
inhibitorias, producto de las sustancias quimicas empleadas en la investigacion (Restrepo et al.,
2012). En la presente investigacion se encontrd que en las tres especies bioindicadoras hubo
inhibicion de la mitosis, dado que el indice mitotico obtenido de todas las concentraciones
empleadas de amonio cuaternario (50, 40, 30, 20, 10, 1, 05, y 0,1 ppm) fueron inferiores al T1:
Control (Agua destilada). Caso muy similar al estudio realizado por Salazar y Quintero, (2021)
donde determinaron que a medida que aumentan las concentraciones de paraquat en células de
meristemos apicales de L. culinaris, la division celular disminuye. En otro estudio, realizado por
Haq et al., (2016) encontraron que el porcentaje de IM resultdé més bajo con respecto al grupo
control de todas las concentraciones estudiadas de efluentes de plantas de celulosa y papel,
empleando A. cepa, disminuyendo progresivamente a medida que fue aumentando las
concentraciones. De manera similar a Salazar et al., (2020) donde evidenciaron que el ciclo
celular disminuy6 el 60% en células meristematicas de L. culinaris para evaluar el potencial
citotoxico del propanil, en la presente investigacion se identificé que la misma especie
bioindicadora en el T9:50 ppm alcanzé el valor de 61%. En A. cepa hubo inhibicién mitética del
100% en los tratamientos T8:40 ppm y T9:50 ppm y 60,7% en el T6:20 ppm, mientras que en P.

sativum el porcentaje més alto comprendio el 51,2% en el T8:40 ppm.
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4.2.3 Anomalias Celulares

Las alteraciones morfoldgicas que ocurren en la interfase que pueden ser causadas por la
accion de compuestos quimicos, se denominan aberraciones nucleares, entre las que se pueden
mencionar los micronucleos, polinicleos, nicleos desplazados o nucleos lobulados, mientras que
las aberraciones cromosémicas son considerados cambios cromosomales que las estructuras
genéticas sufren o el total de cromosomas, lo cual puede generarse por agentes quimicos o fisicos
de manera espontanea (Restrepo et al., 2012). Las anomalias celulares cromosémicas que fueron
encontradas en los tres biomodelos correspondieron a microndcleos, células binucleadas,
ausencia de nucleo, fragmentacion nuclear, lesion nuclear, anafase irregular, puente en anafase y
metafase pegajosa. Es de resaltar que las anomalias identificadas en este estudio son similares a
las reportadas por Salazar y Quintero (2020), quienes expusieron semillas de L. culinaris en
malation a diferentes concentraciones, donde tan solo difirieron por las anomalias de
cromosomas partidos y puentes en anafase presentes en esta investigacion. Al igual que el
estudio realizado por Kundu y Ray., (2016), en esta investigacion también fueron observadas

anomalias como puente en anafase y microntcleos en las tres especies bioindicadoras.

Otras investigaciones han demostrado que al exponer A. cepa con sustancias toxicas
como el hipoclorito de sodio generan condiciones de estrés genomico que pueden estar asociados
a roturas cromosomicas y a la aparicion de diversas anomalias (Causil et al., 2017). Conforme
hay aumento de las concentraciones de agentes mutagénicos, las anomalias aumentaran de forma
exponencial (Hemachandra y Pathiratne, 2015), coincidiendo con los resultados obtenidos. En A.
cepa la anomalia mas frecuente fue la presencia de microndcleos, los cuales pueden deberse a
que se producen a partir de cromosomas intactos que no estan incluidos en los nucleos hijos

mientras ocurre la mitosis o también por fragmentos de cromosomas, siendo las principales
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causas de formacion la presencia de defectos en una o mas de las proteinas del sistema mitotico,
lo cual no permite segregar correctamente los cromosomas o por la falta de centromero funcional
en los fragmentos cromosomicos (Fenech et al.,2020). En L. culinaris la anomalia més frecuente
fue la presencia de metafase pegajosa, esta podria derivarse a que la pegajosidad cromosomica
puede presentarse por la despolimerizacion del ADN, condensacién de los cromosomas o la
formacion excesiva de nucleoproteinas, lo cual puede conllevar a la muerte celular o la
senescencia debido al efecto toxico que provoca en la célula (Prajitha y Thoppil, 2016). En P.
sativum la ausencia de nucleos fue la anomalia mas frecuente, lo cual puede asociarse como la

ausencia total de ADN en la célula (Flores et al., 2018).

En una investigacion realizada por Khan et al., (2019) el aumento de division celular
mitotica aberrante, la peroxidacién de lipidos, la produccién de enzimas de estrés y el aumento
de dafio del ADN fue desencadenado por el exceso de ROS, en ese caso se produjo por el uso de
tratamientos de nanoparticulas (NP) de anatasa (TiO2). Es de resaltar que en este estudio al
existir anomalias celulares en las especies bioindicadoras en el tratamiento de 0,1 ppm de
amonio cuaternario de quinta generacion, la cual es la méas baja, permite categorizarlo como un

compuesto quimico altamente citotoxico.

4.2.4 Indice de Microntcleos

Entre los biomarcadores méas estudiados para estudios de dafios de ADN estan
microndcleos (MN), los cuales se originan bien sea a partir de fragmentos cromosomales o
cromosomas intactos que no estan en los ndcleos de las células hijas durante la mitosis (Fenech

et al., 2020).
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Los hallazgos de micronucleos en este estudio, demostraron que A. cepa fue la que
reportd el mayor indice, correspondiendo al tratamiento T9:50 ppm (5.8+0,6) con una tasa
relativa de anormalidad de 25,28%. Entre las razones asociadas a la formacion de micronucleos
estdn la falta de centromero funcional en los cromosomas completos o en los fragmentos
cromosomales, o por defectos de una o mas proteinas correspondientes al sistema mitotico, lo
cual no le permite segregar correctamente los cromosomas, sin embargo los conocimientos
actuales han demostrado que los cromosomas presentes en los MN estarian sufriendo una alta
fragmentacion y reorganizacion masiva, resaltando la posibilidad de que la formacion de estos
biomarcadores también sea un mecanismo asociado al impulso de la hipermutacion (Fenech et
al., 2020).

Los MN pueden ser inducidos por diversos factores como acumulacion de dafios en el
ADN, aberraciones cromosomicas o por defectos en la maquinaria de reparacion celular (Luzhna
et al., 2013). Es de resaltar que este biomarcador provee informacion sobre el potencial
genotoxico que desencadenan los agentes estudiados (Segovia et al., 2016) Por tal razon, este
tipo de ensayo permite identificar compuestos con efectos aneugénicos y clastogénicos (Aiassa et

al., 2012).


http://community.frontiersin.org/people/LidiyaLuzhna/100732

48

5. Conclusiones

Todos los tratamientos empleados de amonio cuaternario de quinta generacion
ocasionaron disminucién de las longitudes radiculares, presentandose en A. cepa y L. culinaris
menor frecuencia en el tratamiento T9:50 ppm, mientras que en P. sativum fue en el tratamiento
T3:0,5 ppm.

El porcentaje de crecimiento relativo en A. cepa. y L. culinaris fue menor en el

tratamiento T9:50 ppm, mientras que en P. sativum fue menor en el tratamiento T3:0,5 ppm.

El indice mitotico en A. cepa, L. culinaris y P. sativum fue inferior en todos los
tratamientos en comparacion con el grupo control, notandose que disminuyé conforme se
aumento las concentraciones de amonio cuaternario de quinta generacion, en A. cepa hubo

inhibicion en los tratamientos T8:40 ppm y T9:50 ppm.

Se presentaron anomalias celulares en todos los tratamientos de amonio cuaternario de
quinta generacion empleados en las tres especies bioindicadoras, encontrandose
mayoritariamente en A. cepa, la presencia de microndcleos, en L. culinaris metafase pegajosa y

en P. sativum la ausencia de nucleos.

El mayor porcentaje de inhibicion mitética en las células de los meristemos apicales de A.
cepa y L. culinaris fue frecuente en el tratamiento T9:50 ppm, mientras que en P. sativum fue

en el tratamiento T8:40 ppm.

La tasa relativa de anormalidad en células radiculares de A. cepay L. culinaris fue mayor
en el tratamiento T9:50 ppm, mientras que en P. sativum fue en el tratamiento T8:40 ppm, siendo

A. cepa el bioindicador mas sensible.
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Se observo la presencia de micronucleos en todos los tratamientos de amonio cuaternario
de quinta generacion a los que se expusieron las células meristematicas apicales de A. cepa, L.
culinaris y P. sativum, demostrando ser un compuesto altamente citotoxico.

A. cepa fue el bioindicador mas sensible frente al efecto citotoxico del amonio
cuaternario de quinta generacion, dado que manifestdé menor longitud radicular, menor
porcentaje de crecimiento relativo de las raices, menor indice mitotico, mayor porcentaje de

inhibicion mitotica, mayor indice de micronucleos y mayor tasa relativa de anormalidad.
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