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ABSTRACT

In Tabasco State, Mexico, there are several reports of the toxicological effects of contaminants with
sources of organochlorine pesticides, hydrocarbons and heavy metals. All existing reports from
Tabasco State (Mexico) are from wildlife, and currently there is not a report in the local flora. The
technique of conventional plant root cell cytogenetics of Chloris gayana, African Rhodes grass
common from southeastern of Mexico was utilized. Three different karyotypes were identified:
2n=10 chromosome (four submetacentric “sm”+ six telocentric “t”), 2n=20 chromosome (4sm+16t),
and 2n=20 chromosomes (6sm+14t). Also, from the intracellular analysis of C. gayana, seven
malformations were identified: diploid cells, triploid cells, tetraploid cells, micronucleus,
nucleoplasmic bridge, cell elongation and apoptosis. Cell defects occurred in 35.04% of 2269 cells.
The variation of karyotypes in C. gayana can be considered abnormal according to polyploidy and
evolution of the Chloris group, however, cells defects are attributed to exposure to particulate
pollutants prevalent in the study area.

Keywords: cellular malformation — Chloris gayana — chromosome — karyotype —micronucleus

RESUMEN

En el Estado de Tabasco, México, existen diversos reportes de los efectos toxicologicos de
contaminantes con origenes de pesticidas organoclorados, hidrocarburos y metales pesados. Todos
los reportes existentes en el Estado de Tabasco, México son en fauna silvestre y en la actualidad no
existe reporte en la flora local. Se utiliz6 la técnica de citogenética vegetal convencional con células
de raices de la especie Chloris gayana, zacate comun africana del sureste mexicano. Se identificaron
tres cariotipos diferentes: 2n=10 cromosomas (cuatro submetacéntricos “sm”+ seis telocéntricos
“t”), 2n=20 cromosomas (4sm+16t) y 2n=20 cromosomas (6sm+14t). También, en el analisis
intracelular de C. gayana se identifico la presencia de siete malformaciones: células diploides,
células triploides, c€lulas tetraploides, micronucleos, puentes nucleoplasmicos, alargamiento celular
y apoptosis. El porcentaje de malformaciones celulares se registro en 35,04% de 2269 células. La
variacion de cariotipos en C. gayana puede considerarse anormal de acuerdo con las caracteristicas
poliploides y evolutivas del grupo Chloris, sin embargo, las malformaciones celulares se atribuyen a
la exposicion de particulas de contaminantes predominantes del area de estudio.

Palabras clave: cariotipo — cromosoma — Chloris gayana — malformacion celular — microntcleo.
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INTRODUCCION

Tabasco es uno de los estados del sureste
mexicano en el cual existen diversas
actividades industriales y donde se ha
registrado numerosos estudios de casos del
impacto de contaminantes diversos a la
biodiversidad local y a la diversidad de
ecosistemas (Olguin ef al. 2007, Pinkus-
Rendén & Contreras-Sanchez 2012). El
impacto de la contaminacidén por residuos
pesticidas, metales pesados e hidrocarburos ha
ocasionado dafios importantes en la integridad
de la informacion genética de la biodiversidad
tabasquefia, en el sur de México (Gold-
Bouchot ef al. 1995, Calva & Torres 1998,
Castafieda-Chavez et al. 2014).

Las anomalias intracelulares se han registrado
en su totalidad exclusivamente en grupos
taxonomicos de la fauna nativa de Tabasco,
Meéxico; ya que los estudios citogenéticos y de
biologia celular en general se concentran en
moluscos, peces, anfibios y reptiles
(Hernandez-Guzméan et al. 2011). Las
alteraciones intracelulares mas comunes que
se han registrado en la biodiversidad nativa,
son la presencia de variacién en formulas
cromosdmicas, numero fundamental (NF)
atipico en los cariotipos y presencia de
microcromosomas tipo “B” (Arias-Rodriguez
et al. 2009, Indy et al. 2010, Hernandez-
Guzméan et al. 2014). Sin embargo, no existen
registros oficiales en la flora local.

La presente investigacidn en la especie Chloris
gayana (Kunth), se llevd a cabo de acuerdo a la
importancia internacional y local que
caracteriza a la graminea en diversos sectores
agricolas, actividad que diversos municipios
del Estado de Tabasco son participes para el
desarrollo econdémico y agricola. Ademas, la
carencia de estudios en este grupo taxonémico
de la biodiversidad tabasquefia y la nula
informacion cientifica local, se llevo a cabo la
determinacién cariotipica y analisis de
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deteccion de malformaciones celulares en el
Zacate Rhodes Africana Chloris gayana
(Gramineae) y contribuir con informacion
biologica inédita de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La colecta de los especimenes de C. gayana se
efectué en el quemador de bateria y
compresora Castarrical (Mechon de actividad
petrolera) ubicado en el poblado Zaragoza
tercera seccion, carretera Cocohital, municipio
de Comalcalco, Tabasco, México
(18°23'10.2"N y 93°18'35.8"0). Utilizando el
método aleatorio simple por conglomerados en
una extension de 60 m’, en la cual se trabajaron
en total 36 conglomerados de 10 m’.

Técnica citogenética

Se empled el método de citogenética para
plantas (Strydom & Spies 1994). La raiz fue
liberada del tallo para que posteriormente en
un mortero con agua destilada se disgregara el
tejido. Después, se vertid la muestra obtenida
en microtubos de 2,0 mL, donde las células se
dejaron a exposicion en solucidn hipotdnica al
2,0% (citrato de sodio + agua destilada)
dejando reposar durante 1 h. Posteriormente,
se prepard solucion fijadora compuesta por
metanol y dcido acético en proporcion 4:1, la
cual se aford a 1,5 mL, dejando reposar por 30
minutos. Después, la muestra se dejo prefijar
durante 72 h. Pasado el tiempo necesario, se
procedid a la centrifugacion de las muestras a
7000 rpm durante 10 min. Posteriormente, se
agregd 0,5 mL de solucién fijadora, este
proceso se llevd a cabo por tres repeticiones
con 24 h de exposicion y reposo. Una vez que
la solucion de las muestras de raices quedaron
lo mas blanquecino posible, se realizaron
goteos en portaobjetos desde una altura
aproximada de 1,5 m, para la observacion de
células y dispersiones aisladas. Seguidamente,
los portaobjetos fueron flameados con un
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mechero para fijar las células en la placa. Una
vez seca la muestra, los portaobjetos fueron
tratados con colorante biologico Giemsa 10%,
preparado con buffer de fosfatos pH 7,0
(Kligerman & Bloom 1977).

Analisis microscopico

Se utilizd un microscopio 6ptico ICB-Grupo:
ICB 0043558, empleando el objetivo de 40X
para realizar las busquedas de las células y las
dispersiones que estuvieran lo mas disperso
posible y evitando cromosomas y células
traslapadas; mientras que para la toma de
fotografias de las mejores representaciones de
las dispersiones se emple6 el objetivo 100X y
seutilizo una Camara digital Sony Dscwx 350.

Elaboracién de cariotipos y estadistica

Para elaborar los cariotipos se utilizd
primeramente el software Photoshop CC 2015
para el conteo de los cromosomas y determinar
el nimero modal 2n. Las clasificacion
cromosdmica se llevo a cabo a través de la
nomenclatura de Levan ef al. (1964). El conteo
de microntcleos en células de raices fue
expresado en porcentaje, utilizando los
criterios de Prieto-Garcia er al. (2006), asi
como las alteraciones intracelulares,
realizando las mediciones en pum con el
software MicroMeasure 3,3 (Reeves 2001).
Ademas, se realizd un analisis de varianza de
una via con la prueba de Tukey (p< 0,05) para
el analisis del nivel de significancia de los
datos obtenidos entre complementos
cromosdmicos con el software SigmaStat 3.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la caracterizacion del nivel de ploidia en
C. gayana se analizaron 271 dispersiones
cromosdmicas. El nimero modal diploide
identificado en células de raiz de C. gayana fue
2n=10 y 2n=20 cromosomas, equivalente a
187 dispersiones del total analizadas.
También, se lograron identificar diferentes
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tipos de niveles de ploidia en las células de las
raices, sin embargo, estas presentaron un
nimero bajo en frecuencia, los cuales se
definieron en 17 células con 2n=16
cromosomas, ocho células con 2n=23
cromosomas y 26 células con 2n=25
cromosomas.

Se identificd la presencia de tres cariotipos
diferentes (cariomorfos) en C. gayana (Figura
1). El primer cariomorfo con In=10
cromosomas, se caracterizd por poseer
medidas de 0,71+0,78 pum del brazo p
cromosomico y 1,46+0,97 pm de brazo q de
cromosoma en su primer par birrdmeo;
mientras que en su ultimo par de cromosomas
presentd medidas de 1,07+0,91 um de brazo q
monorrameo; la férmula cromosomica
correspondié a 4 sm + 6 t (Figura 1A). El
segundo cariomorfo de C. gayana se
caracterizo con 2n=20 cromosomas, en el cual
se identifico la presencia de cuatro
cromosomas birrameos y 16 cromosomas
monorrameos; las medidas de sus primeros
pares de cromosomas fue de 0,91+0,65 um de
brazo p y 1,54+0,73 um de brazo q en los
cromosomas birrdmeos, mientras que en sus
ultimos pares de cromosomas de tipo
monorrameo presentaron 0,56+0,56 pm de
brazo q; la clasificacion cromosdmica del
cariomorfo dos correspondié a 4 sm + 16 t
(Figura 1B). El tercer cariomorfo también se
describi6 con 2n=20 cromosomas, con
variacion en su formula cromosomica: 6 sm +
14 t; las medidas en su primer par de
cromosoma birrameo fueron 0,59+0,47 um de
brazopy 1,01+0,66 um de brazo q, en cuanto a
su ultimo par de cromosoma monorrdmeo se
describid con 0,37+0,58 pm de brazo q (Tabla
1, Figura 1C).

Para el analisis de la estructura interna de las
células, se estudiaron 2269 células de las raices
de C. gayana, en el cual se descubrieron en 795
células siete anormalidades intracelulares
(Figura 2): 353 células binucleadas con
15,56% del total analizadas (Figura 2A), 87
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células trinucleadas con 3,83% (Figura 2B), 32
células tetranucleadas con 1,41% (Figura 2C),
56 micronucleos con promedio de 2,144+0,43
um (2,47%) (Figura 2D), 16 puentes
nucleoplasmicos (0,71%), 75 células con
alargamiento de pared celular (3,31%) (Figura
2E) y 176 células en estado de apoptosis
(7,76%) (Figura 2F), mientras que 1474 que
representan 64,96% del total analizadas
carecieron de algun tipo de alteracion celular.

La descripcion de la variacion cariotipica en
una poblacion de C. gayana, descrito en el
presente documento como “cariomorfos”,
cumple con las caracteristicas citogenéticas
descritas por Strydom & Spies (1994) para
células somaticas con 2n=20 cromosomas
(cariomorfo II: 4sm+16t; cariomorfo III:
6sm+14t). El cariomorfo I (2n=10
cromosomas) es descrito como una condicion
atipica del material genético encontrado en las
células de C. gayana, ya que reportes
cromosdmicos en la especie por Spies &
Jonker (1987), Strydom & Spies (1994) y
Alcocer et al. (2005) sefialan a la condicion
2n=20 cromosomas como el numero
cromosomico estandarizado para C. gayana.
La comparacién cromosdmica entre especies
del género Chloris es practicamente imposible
por la carencia de informacién estadistica
citogenética en los antecedentes del grupo
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taxonomico, aunado a la situacion, el presente
estudio representa el primero para el Estado de
Tabasco, México; a pesar de la escases de
investigaciones en la especie particular, el
analisis de varianza de una via con prueba
Tukey, permitid describir que entre los
cromosomas de las células de C. gayana de la
poblacién de Zaragoza, en el municipio de
Comalcalco, Tabasco, México no existen
diferencias significativas entre ellas a una
probabilidad de p< 0,05.

Ademas, Strydom & Spies (1994) sefialan que
especies que se ubican en el género Chloris
usualmente estan caracterizados por el nivel de
ploidia 2n=10 cromosomas, a excepcion de C.
gayana 'y C. virgata (Kunth). También, se ha
sefialado que las especies Chloris presentan
comunmente células poliploides que van de 14
hasta 54 cromosomas, las cuales varian entre
las especies de gramineas como Eustachys
paspaloides (Lanza & Mattei), Cynodon
dactylon (L.) y Dichanthium sp (Forssk.) de
acuerdo con de Wet & Harlan (1970), de Wet
(1986), Strydom & Spies (1994) y Quero-
Carrillo et al. (2010), por lo que, la variedad en
frecuencias del nivel de ploidia en el presente
trabajo puede ser explicado por la propiedad
poliploide de las gramineas, sin embargo, el
descubrimiento de malformaciones celulares y
alteraciones intracelulares en una poblacion

Tabla 1. Longitudes cromosdmicas en pm de la variacidn cariotipica en Chloris gayana.

Cariomorfo I

Cariomorfo II

Cariomorfo III

N  p+D.E. q£D.E. C. p=D.E. g£D.E. C. p=D.E. q£D.E. C.
1 0,71+£0,78  1,46+0,97 sm 0,91+0,65 1,54+0,73 sm 0,59+0,47 1,01+£0,66  sm
2 0,48+0,57  1,12+0,90 sm 0,38+0,76 1,09+0,58 sm 0,47+0,59  0,86+0,45 sm
3 1,26+0,68 t 1,90+0,54 t 0,33+0,23 0,61+0,56  sm
4 1,19+0,77 t 1,76+0,33 t 0,91+0,33 t
5 1,07+0,91 t 1,14+0,67 t 0,87+0,45 t
6 1,04+0,53 t 0,71+0,62 t
7 1,02+0,43 t 0,62+0,20 t
8 0,95+£0,67 t 0,56+0,43 t
9 0,57+£0,48 t 0,45+0,67 t
10 0,56+0,56 t 0,37+0,58 t

N= numero de par cromosémico, p= brazo corto de cromosoma, g= brazo largo de cromosoma, D.E.= Desviacion estandar, C= clasificacién

cromosomica.
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Figura 1. Dispersion y cariotipo 2n=10 cromosomas (A), 2n= 20 cromosomas (B) y 2n=20 cromosomas con variacion
carotipica (C) en Chloris gayana de Tabasco, México.
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Figura 2. Malformaciones celulares: célula con dos nucleos (A), célula con tres ntcleos (B), célula con cuatro ntcleos (C),
microntcleo (D), alargamiento celular (E) y apoptosis (F) en Chloris gayana de Tabasco, México.
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natural de C. gayana descarta una posibilidad
similar.

En todos los estudios previos de citogenética
aplicada al género Chloris no han reportado la
existencia de anormalidades celulares en
poblaciones naturales, a excepcion del estudio
de Strydom & Spies (1994) donde se describe
en células mitéticas la variacién de
cromosomas supernumerarios con frecuencia
de 0-4 “microcromosomas tipo B” en C.
gayana, los cuales son descartados en la
presente investigacion. Sin embargo, existen
estudios de bioensayos de genotoxicidad de
metales pesados como el arsénico (Prieto-
Garcia et al. 2006, 2007) e induccion de
micronucleos y dafios a la integridad celular en
especies de plantas y productos de interés
agricola, uso medicinal y comercial, como en
Peganum harmala (L.), Vicia faba (L.),
Paspalum maritimum (L.) y Allium cepa (L.)
(Adamowski et al. 2000, Pierre & Betancourt
2007, Shahid et al. 2011, Mekki 2013). Asi
como también la presencia de tétradas
anormales durante la microsporogenesis
(Adamowski et al. 2000, Mendes-Bonato ef al.
2006).

En otro contexto y con la necesidad de obtener
algun significado de la extensa variedad de
malformaciones intracelulares en C. gayana
de lalocalidad de Zaragoza, en el municipio de
Comalcalco, Tabasco, México, se investigo
adicionalmente el probable origen de la
particularidad celular de la graminea, dejando
descartada, la presencia de particulas de
plaguicidas y metales pesados, puesto que es
una zona restringida de cualquier actividad
agricola y pecuaria, ya que es un area de alto
monitoreo de petrdleo en el sureste de México,
por lo que la hipdtesis del origen de las
alteraciones celulares en la especie C. gayana
se orienta al agua pluvial 4cida originada por la
actividad petrolera o derrames subterraneos de
los ductos petroliferos, ya que los registros
(investigacion de complemento al analisis
citogenético) obtenidos de las aguas pluviales

71

Karyotipic variation and cellular malformation in Chloris

de la zona corresponden a 4,83+0,10 de pH en
comparacion de zonas extremas del Estado de
Tabasco, M¢xico, en la cual se registro
6,81%0,15 de pH. De encontrarse la presencia
de residuos de gas sulthidrico o residuos de
hidrocarburos en los tejidos vegetales de C.
gayana no solo se estaria confirmando la
presente hipdtesis sobre la magnitud del dafio
genotoxico de dichos residuos, sino que a
través de las aguas pluviales o derrames
subterraneos, estaria afectando la integridad de
la salud de la flora, fauna y salud humana de las
areas cercanas a las actividades de quema de
hidrocarburos, situacion que se ha reportado
con diversas especies de plantas y hongos de
distribucion diversa (Oyundari 2008, Diaz-
Godinez 2009, Gheorghe & Ion2011).

En conclusion, el andlisis citogenético en la
graminea C. gayana confirmé el nimero total
de cromosomas que han reportado otros
autores en la misma especie, asi como el
descubrimiento de un cariotipo atipico.
Ademads, se identific6 la presencia de
variedades de malformaciones intracelulares
con porcentaje elevado (35,04%) del total de
células analizadas. A pesar de la cantidad de
alteraciones en las células, no se identificaron
caracteristicas fenotipicas particulares en la
morfologia de la graminea. También, el estudio
de complemento de los niveles de pH de aguas
pluviales en la zona de colecta de C. gayana
permitié generar nuevas hipdtesis sobre el
impacto genotdxico que se ha provocado en la
especie, recomendando ademas, incrementar
los esfuerzos de investigacion en C. gayana 'y
en labiodiversidad local.
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