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Estandarizacion de un bioindica-
dor para la evaluacion de los efec-
tos genotdOxicos inducidos por
farmacos en meristemos de se-
milla de lenteja (Lens culinaris)

RESUMEN: Actualmente existe un
mayor interés en desarrollar pruebas
in vitro (bioindicadores) para cono-
cer y estudiar los efectos genotéxi-
cos que causan diversos farmacos,
extractos de plantas medicinales,
plaguicidas u otras sustancias t6-
Xxicas en las células. El objetivo de
este trabajo fue estandarizar el uso,
como bioindicador, de los meriste-
mos de la radicula de lenteja (Lens
culinaris) para la evaluaciéon de los
efectos genotéxicos ocasionados
por diversas sustancias. Para ello se
embebieron las semillas de lenteja,
en una solucién al 1% del farmaco
colchicina, como control negativo,
ya que se sabe que la colchicina
dana el citoesqueleto de las células
evitando su divisién y, por otro lado,
se utilizé agua purificada como con-
trol positivo, con el fin de observar
la divisién celular. Los meristemos
de la radicula recién germinada se
observaron al microscopio con tin-
cion de orceina, se identificaron y se
cuantificaron las diferentes fases de
la mitosis con el fin de calcular el in-
dice mitético (IM)y asi poder evaluar
el efecto genotéxico. Este bioindi-
cador tiene la caracteristica que se
puede utilizar a futuro para la eva-
luacion de los efectos genotoxicos
de farmacos, extractos de plantas y
plaguicidas.
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ABSTRACT: Nowadays there is a great interest in developing
in vitro tests (bioindicators) to know and study the genotoxic
effects on cells that cause various drugs (extracts of medical
plants, pesticides or other toxic substances) in the cells. The
objetive of this work was to standardize the use, as a bioindi-
cator, of the meristems of the lentil radicle (Lens culinaris) for
the evaluation of the genotoxic effects caused by various subs-
tances. For this, the seeds were embedded, in a 1% solution of
the drug colchicine, as a negative control, since it is known that
colchicine damages the cytoskeleton of the cells preventing
their division and on the other hand, purified water was used as
a positive control, in order to observe cell division. The meris-
tems of the recently germinated radicle were observed under
an optical microscope with orcein dyeing, were identified and
quantified the different phases of mitosis in order to calculate
the mitotic index (Ml) and thus be able to evaluate the genotoxic
effect.

This bioindicator has the characteristic that can be used in fu-
ture for the evaluation of the genotoxic effects of various drugs,
plant extracts and pesticides.

KEYWORDS: Colchicine, Genotoxic, Mitotic index, Lens culina-
ris, Meristem, Bioindicator.

INTRODUCCION
En la actualidad existen muchos problemas de salud debido a la
exposicion de cierfos agentes genotéxicos y tratamientos médicos
con los que las personas se automedican para minimizar los males-
tares comunes [1].

Por lo anterior se han realizado estudios que respaldan la inhibicion
del ciclo celular por medio de danos al ADN y a la formacion de
huso mitotico, causados por la ingesta de farmacos sin prescrip-

93



Ingenian(es

cion médica, estos estudios se basan en modelos in
vivo o in vitro que incluyen el uso de roedores a los
cuales se les induce un tipo de “cancer”, lo cual implica
el sufrimiento y muchas veces el sacrificio del animal.
Ofra alternativa implica el uso de tejidos y/o microorga-
nismos ademas de diferentes materiales que implican
un mayor costo e inversion en el equipo y la técnica
utilizada para dichas pruebas.

Un modelo simple que ha sido comunmente utilizado
para estudios iniciales es el uso de meristemos de la
punta de la raiz de cebolla (Allium cepa test) o la ger-
minacion de haba (Vicia faba), estas pruebas tienen la
caracteristica de ser un fejido de células en division y
gracias a esta particularidad se puede realizar dicha va-
lidacion.

Sin embargo, debido a la falta de biodisponibilidad de
estas plantas en la region, el tratamiento fisicoquimico
de los bulbos de la cebolla para su almacenamiento,
asi como la poca relacion en el costo-beneficio al ufili-
zar estas plantas comestibles, generan algunas limitan-
tes para ufilizar especies de Vicia faba (haba) y Allium
cepa (Cebolla) como pruebas genotodxicas.

Debido a dichas limitantes, en la presente investigacion
se empled y estandarizé un bioindicador de estudio in
vitro realizando una adaptacion del modelo de Allium
cepa test la cual implica la utilizacion, el estudio y la
validacion de germinacion en semillas de lenteja (Lens
culinaris). Esta semilla tiene la caracteristica que ha sido
poco estudiada, de poca importancia econdmica y de
facil acceso.

El bioindicador propuesto de esta semilla promueve a
futuro el desarrollo de una prueba genotoxica, rapida y
economica para el examen preliminar de medicamen-
tos y ademas poder utilizar dicho modelo como moni-
toreo de diversos agentes toxicologicos.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron diez semillas de Lens culinaris en buen es-
tado fitosanitario, con un peso aproximado de 45 mgy
6.40 mm de diametro.

Germinacion

La primera fase de la germinacion es la absorcion de
agua por la semilla o imbibicién [2]. Esta se realizd su-
mergiendo las semillas en agua purificada y en colchi-
cina al 1% como control negativo durante seis horas a
temperatura ambiente [3], franscurrido este tiempo se
retiraron y con el fin de mantenerlas hidratadas durante
todo el experimento se les agregd aproximadamente
15 mL de solucion cada ocho horas hasta que las radi-
culas en ambos grupos alcanzaron aproximadamente
los 6-8 mm. Se registré la longitud de la radicula en lap-
sos de 8 horas durante un periodo de 56 horas con el
fin de observar la cinética de crecimiento de las raices.
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Tincién

Para la tincion de los meristemos de la raiz, se utilizd
orceina acéftica al 2%, se seleccionaron las raices con
una longitud mayor desarrollada y se procedio a realizar
los siguientes pasos; se cortaron de 1-2 mm de raiz y
se sumergieron en un tubo de ensayo con 0.2 mL de
orceina acética, posteriormente se dejo actuar durante
3 minutos [4], la solucion de la orceina acética con la
radicula se calentd sobre un mechero hasta la emision
ligera de vapores y se dej6 enfriar sin permitir que se
secara laraiz.

Finalmente se colocaron los meristemos en portaobje-
tos y se realizd el aplastamiento en monocapa deno-
minado “squash” [5], la cual se fundamenta en ejercer
presion uniforme con la yema del pulgar sobre la lami-
nilla evitando la formacion de burbujas.

Observacion de la preparacion

Los frotis obtenidos se observaron en un microscopio
Optico con objetivo 100X y aceite de inmersion. Se to-
maron diversas fotografias para su posterior conteo de
las 4 fases de mitosis [6].

RESULTADOS

Cinética de germinacion

Cuando se controla una hidratacion adecuada en las
semillas de lenteja se genera una elongacion significati-
va en laraiz ya que las células se encuentran en condi-
ciones optimas de crecimiento. Sin embargo, cuando la
hidratacion se lleva a cabo en presencia de sustancias
toxicas la division celular de los meristemos radiculares
puede llegar a inhibirse, esto depende del grado de fo-
xicidad y el tiempo de exposicion. Este tipo de altera-
ciones generalmente impide el crecimiento normal de
la raiz y, por tanto, su elongacion [7].

El contacto de raices con sustancias quimicas las hace
sufrir alteraciones de sus caracteristicas normales
como forma, longitud y coloracion [8].

Después de la primera etapa de la germinacion ya sea
en agua purificada o en solucién de colchicina al 1%,
transcurrieron 12 horas para el brote de la raiz de la
semilla, posteriormente se registro el crecimiento de la
raiz cada 8 horas durante 56 horas.

En la gréafica 1se muestra la comparacion de crecimien-
to en promedios por horas de los dos tratamientos, en
los cuales la colchicina ocasioné un efecto retardado
en el desarrollo de las raices, debido a una inhibicion
en actividades de quinasas de tipo A, cuya funcion es
regular el ciclo celular, mientras que en el control de
agua se manfuvo un crecimiento positivo. Este tipo de
pruebas in vitro donde las raices se crecen en contacto
con sustancias toxicas que causan un posible dano al
DNA podrian relacionarse con los efectos de estas en
los seres humanos, puesto que los cromosomas de las
plantas y animales son morfologicamente similares y
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parecen responder a tratamientos con agentes toxicos
de forma similar a mamiferos y otras eucariotas [9].
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Gréfica 1. Comparacién de crecimiento de la raiz de lenteja
(n=10).

OBSERVACION Y ANALISIS EN MICROSCOPIO.

De los frotis obtenidos, se lograron evaluar un total de
115 células para ambos grupos, seleccionando aquellos
que mostraran una proliferacion de células meristemati-
cas y de esa forma cuantificar el porcentaje de céelulas
por cada fase de la mitosis. (Urteaga y Lallana, 2005)
[10].

Las figuras 1, 2, 3 y 4 son muesiras representativas de
los meristemos observados en colchicina con su res-
pectivo grupo control.

En las imagenes 1y 2 se puede observar con claridad
como la colchicina produjo un dano citotéxico en el
huso mitdtico inhibiendo el ciclo celular y ademas no se
logro observar ninguna célula en anafase o metafase.

Figura 1. Células en metafase y telofase encontradas en grupo
control con objetivo 100X.
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Figura 2. Células correspondientes al grupo control en profase
observadas a objetivo 100X

Figura 3. Inhibicion en el ciclo celular por colchicina observadas
al microscopio 6ptico 100X

Figura 4. Efecto citotéxico causado por colchicina, observacion
optica 100X
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Los graficos 2 y 3 resumen lo encontrado en porcen-
taje de células evaluadas para grupo control y grupo
de prueba (colchicina), en donde hubo una diferencia
significativa en la regulacion del ciclo ya que no se en-
contraron células en division para el grupo de prueba a
diferencia de su grupo control que mantuvo una activi-
dad mitética considerable.
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Gréfica 2. Porcentaje de células evaluadas para grupo control
(n=115 células)
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Gréfica 3. Porcentaje de células tratadas con colchicina 1%
(n=115)

La fabla 1 expresa a Lens culinaris en condiciones con
una efectiva actividad mitotica, se obtuvieron porcen-
tajes significativos del indice mitotico para cada grupo,
asi como en la fase M haciéndose notable en profase
conun 13.30% y telofase con 5.21%, mientras que en fra-
tamiento prueba (colchicina) se presentd una inhibicion
en el ciclo celular, encontrandose la mayoria de las cé-
lulas en profase (11.30%) e inferfase danadas (88.70%) lo
que pone en un papel de control negativo a colchicina
en una concentracion de 1%.
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Tabla 1 Efecto del extracto acuoso de J. spicigera sobre C.
albicans

. Profase | Metafase | Anafase | Telofase Indloe N‘o. =
Tratamiento % % % % FaseS | mitdtico | células
(IM) |contadas
Agua 13.30 4.34 2.60 521 7655 | 02347 | 115
Colchicina | 11.30 0 0 0 88.70 0.113 115

La inhibicion de la actividad mitdtica podria atribuirse
al deterioro de la sintesis de ADN o al bloqueo de la
fase G2, evitando que la célula entre en ciclo mitético
[11] o una alteracion de la sinfesis de nucleoproteinas y
un nivel reducido de ATP para proporcionar energia al
alargamiento de microtubulos que conforman las fibras
del huso lo que muy probablemente aminoraria el mo-
vimiento cromosomico [12].

CONCLUSIONES

Lens culinaris es una semilla que gracias a la caracte-
ristica de germinacion rapida en condiciones normales
de temperatura y luz permitié la estandarizacion de un
bioindicador experimental in vitro efectivo de imple-
mentar en laboratorios y utilizarlo como una prueba
preliminar, de ese modo conocer el efecto genotoxico
de ciertas sustancias como son farmacos, plaguicidas,
entre otros. Ademas de conocer las concentraciones
limites permisibles de los exiractos de plantas medici-
nales que hoy en dia se utilizan sin ningun control y que
por desconocimiento se cree que por ser naturales no
producen ningun efecto a nivel celular, danando la sa-
lud de quien lo consume en tiempos prolongados.

Por otro lado, cabe resaltar que en nuestro modelo de
estudio se logro observar lo reportado por estudios
previos de algunos autores, que la colchicina actua
como un buen control negativo en la inhibicién del ciclo
celular y gracias a esto va a permitir comparaciones
y observaciones especificas que afectan la fase M en
presencia de diversas sustancias a evaluar [13].
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