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RESUMEN

El uso intensivo de fertilizantes preocupa por sus efectos en organismos no blanco y el ambiente. En este
marco, Allium cepa es un modelo sencillo, econémico, sensible y reproducible para evaluar dafio genético. Sus
meristemos radiculares presentan alta actividad mitdtica y cromosomas grandes y pocos (2n = 16), lo que
facilita la ensefianza de la mitosis y el analisis de biomarcadores clave (indice mitdtico, aberraciones
cromosomicas, puentes, rezagos, rupturas y micronucleos). Este articulo revisa el modelo Allium cepa, sus
biomarcadores, fortalezas, limitaciones y su aplicacion en la evaluacion de fertilizantes.

Se realiz6 una busqueda, sin limite temporal, en espaiiol e inglés, en PubMed, Google académico y ProQuest
y manual. Solo se incluyeron articulos que estudiaron citotoxicidad y genotoxicidad en meristemos de raiz de
Allium, y no se incluyeron revisiones. Se identificaron 13 estudios sobre fertilizantes organicos e inorganicos,
formulaciones comerciales, biofertilizantes y nanofertilizantes evaluados mediante el modelo Allium cepa.
En general, el uso de fertilizantes nitrogenados a bajas concentraciones estimul6 la mitosis, mientras que las
dosis altas indujeron efectos citotdxicos y genotoxicos. La vermicomposta tendi6é a aumentar el IM sin efectos
toxicos; por el contrario, la composta de basura urbana, pese a baja toxicidad en otros modelos, mostré mayor
sensibilidad y efectos adversos en Allium cepa.

Estos hallazgos respaldan a Allium cepa como herramienta para bioensayos preliminares de riesgo ambiental
y subrayan la necesidad del uso responsable y sostenible de insumos agricolas para proteger la salud humana
y los ecosistemas.

Palabras clave: Allium cepa, fertilizante, sostenibilidad agricola, bioensayo, genotoxicidad, citotoxicidad,
microntucleos, indice mitdtico.
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ABSTRACT

The intensive use of fertilizers raises concerns due to their effects on non-target organisms and the environment.
In this context, Allium cepa is a simple, cost-effective, sensitive, and reproducible model for assessing genetic
damage. Its root meristems exhibit high mitotic activity and large, few chromosomes (2n = 16), which
facilitates the teaching of mitosis and the analysis of key biomarkers (mitotic index, chromosomal aberrations,
bridges, laggards, breaks, and micronuclei). This article reviews the Allium cepa model, its biomarkers,
strengths, limitations, and its application in fertilizer evaluation.

A search was conducted, with no time restriction, in Spanish and English, using PubMed, Google Scholar,
ProQuest, and manual sources. Only articles that studied cytotoxicity and genotoxicity in Allium root
meristems were included; review papers were excluded. Thirteen studies were identified on organic and
inorganic fertilizers, commercial formulations, biofertilizers, and nanofertilizers assessed through the Allium
cepa model.

In general, the use of nitrogen fertilizers at low concentrations stimulated mitosis, whereas high doses induced
cytotoxic and genotoxic effects. Vermicompost tended to increase the mitotic index without toxic effects; in
contrast, urban waste compost, despite showing low toxicity in other models, demonstrated higher sensitivity
and adverse effects in Allium cepa.

These findings support Allium cepa as a tool for preliminary environmental risk bioassays and highlight the
need for responsible and sustainable use of agricultural inputs to protect human health and ecosystems.

Keywords: Allium cepa, fertilizer, agricultural sustainability, bioassay, genotoxicity, cytotoxicity, micronuclei,
mitotic index.

1. Introduccion

La sobrefertilizacion ha suscitado creciente preocupacion debido a sus efectos adversos sobre
organismos no blanco y la salud de los ecosistemas (Bonciu, 2018; Liu et al., 2022). Por su parte, el
modelo vegetal Allium cepa, estd consolidada como una herramienta eficiente, sensible y de bajo
costo para estudios preliminares de citotoxicidad y genotoxicidad (Casillas-Figueroa et al., 2020; de
Melo et al., 2024). Su simplicidad metodologica y alta capacidad de respuesta lo hacen especialmente
adecuado para evaluar contaminantes ambientales, incluidos los fertilizantes (Fiskesjo, 1985).

Por tanto, esta revision expone los procedimientos metodologicos del modelo Allium cepa, sus
ventajas y limitaciones, destacando su utilidad como herramienta citogenética validada para evaluar
la toxicidad de fertilizantes organicos, inorganicos y experimentales, con el fin de apoyar la vigilancia
toxicologica, la regulacion de su uso y la proteccion de la salud humana y ambiental.

2. Bisqueda bibliografica

La revision se realiz6 mediante una bisqueda manual con una estrategia predefinida y reproducible
en PubMed, ProQuest y Google Académico, sin restriccion de fechas y en espaiiol e inglés. Se
utilizaron combinaciones de términos y sinonimos (fertilizante/fertilizer, biofertilizante/biofertilizer,
composta/compost, nanofertilizante/nanofertilizer, “Allium cepa test/assay”, citotoxicidad/cytotoxic
y genotoxicidad/genotoxic), conectados con operadores AND/OR. Se excluyeron articulos de
revision y solo se incluyeron estudios que evaluaron efectos citotoxicos y genotdxicos en meristemos
de raiz de Allium cepa. El cribado se efectué por titulo/resumen y luego a texto completo, con
eliminacion de duplicados y registro de motivos de exclusion.

2.1 Fertilizantes: daiio a la salud de los ecosistemas
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Aunque los fertilizantes son esenciales para aumentar la productividad agricola global (Bonciu,
Rosculete et al., 2018), su uso excesivo y mal regulado genera serios problemas ecologicos que
requieren atencion urgente (Dutta et al., 2018). Los fertilizantes, especialmente los nitrogenados y
fosfatados, contaminan suelos y cuerpos de agua por escurrimiento o lixiviacion, lo cual afecta la
calidad ambiental y el equilibrio bioldgico (Bijay-Singh, 2021; Rahman & Zhang, 2018; Verma et
al., 2016). Por ejemplo, esta contaminacion favorece la eutrofizacion, el crecimiento de algas nocivas
y la disminucion del oxigeno disuelto, con efectos adversos sobre la fauna acuatica (Sankhla, 2018).
Ademas, los fertilizantes alteran la biodiversidad edafica, principalmente las comunidades
microbianas responsables de procesos clave como la fertilidad del suelo y el reciclaje de materia
organica. Incluso, su impacto trasciende el entorno fisico, ya que la exposicion a sus residuos —
presentes en cultivos o acumulados a lo largo de las cadenas troficas— pueden inducir efectos toxicos
en diversos organismos terrestres, incluidos los seres humanos (Moura & Franzener, 2017; Remans
et al., 2019). Esto se debe a que la acumulacion de residuos de fertilizantes puede generar toxicidad
y seres humanos (Gong et al., 2019; Suciu et al., 2022).

En particular, la exposicion prolongada a nitratos y nitritos se asocia con alteraciones endocrinas,
disfuncidon reproductiva y mayor riesgo oncologico, especialmente en regiones agricolas con
contaminacion significativa del agua potable (Mikkensen, 2007; Sankhla, 2018). De igual manera,
esta documentado que estos compuestos nitrogenados asi como los fosfatos y metales pesados
presentes inducen dafio al DNA tanto de células vegetales como en animales, a través de mecanismos
como el estrés oxidativo, alteracion del ciclo celular e inestabilidad genémica (De Bastiani et al.,
2024; Dutta et al., 2018; El-Din et al., 2009), de tal manera que estos dafios podrian desencadenar
alteraciones ecologicas y sanitarias graves (Bonciu, Rosculete, et al., 2018; Dutta et al., 2018).

Por tanto, a pesar de su importancia en la produccion de alimentos, el uso excesivo de fertilizantes
es un riesgo emergente que requiere ser evaluado mediante herramientas bioindicadoras confiables,
como el modelo vegetal Allium cepa, que permite detectar efectos citogenéticos y genotoxicos de
manera sensible y reproducible.

Es fundamental evaluar estos riesgos para establecer limites seguros de uso y promover practicas
agricolas sostenibles que minimicen el impacto ambiental y protejan la salud ptblica (Dhankhar &
Kumar, 2023).

2.2 Allium cepa: como bioindicador

Biomarcador: un biomarcador se define como un organismo, grupo de organismos o respuesta
biologica cuya presencia, ausencia o alteraciones fisiologicas, celulares o genéticas reflejan la
exposicion a agentes contaminantes y el estado de salud de un ecosistema. Su empleo permite
detectar efectos bioldgicos tempranos de sustancias toxicas, lo que facilita la evaluacion del impacto
ecoldgico o sanitario de dichos compuestos (Torres-Bugarin et al., 2014).

Frente a este escenario, resulta imprescindible desarrollar y utilizar bioindicadores confiables que
permitan evaluar los efectos citogenéticos y genotoxicos de los insumos agricolas. Estas herramientas
no solo favorecen la vigilancia ambiental, sino que también orientan politicas para el uso racional de
fertilizantes y la transicion hacia practicas agricolas mas seguras y sostenibles.

Especificamente, la evaluacién de la genotoxicidad y citotoxicidad ambiental requiere modelos
sensibles, econdomicos y reproducibles. Entre las especies vegetales mas empleadas con este
proposito, Allium cepa (cebolla comtn) destaca como uno de los sistemas mas versatiles y
consolidados (Leme & Marin-Morales, 2009).

Cultivo y manejo: es una planta herbacea bienal, de distribucion global, de bajo costo, facil acceso,
cultivo y conservacion, que posee gran diversidad de usos culinarios y aplicaciones en la salud,
enseflanza y en toxicologia genética (Marefati et al., 2021; Teshika et al., 2019).

Raiz: presenta un sistema radicular bien desarrollado, conformado por numerosas raices fasciculadas
que emergen de un disco basal con nudos y entrenudos cortos, a partir del cual también se originan
las hojas. En los extremos de las raices se encuentran los meristemos apicales, de organizacion
simple, constituidos por células de gran tamaio, alta actividad mitdtica y elevada permeabilidad.
Estas caracteristicas facilitan la absorcion de sustancias toxicas y colorantes, permiten calcular con
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precision la tasa de division celular y favorecen la activacion metabolica de pro-mutagenos (Alias et
al., 2023).

Nucleo: las células meristematicas presentan un nicleo prominente en relacion con el citoplasma, lo
que facilita su visualizacion microscopica. Esta caracteristica permite observar con claridad
estructuras nucleares como la condensacion de cromatina y la formacion de nucleolos, utiles como
indicadores de dafio genético.

Cromosomas: Allium cepa su cariotipo es diploide (2n = 16), conformado por cromosomas
metacéntricos (pares 1, 4 y 7), submetacéntricos (pares 2, 3, 5 y 8) y uno subtelocéntrico (par 6)
(Figura 1). EI gran tamafio de sus cromosomas facilita su tincion y permite, mediante microscopia
convencional, la identificacion precisa de las fases de la mitosis (Figura 2). Esta morfologia también
favorece la deteccion de alteraciones citogenéticas —aberraciones cromosomicas, puentes
anafésicos, rupturas o micronucleos— (Figura 3), lo cual favorece resultados confiables sobre los
efectos genotoxicos (Lomartire et al., 2021).

a b c d

Figura 1. Tipos de cromosomas por posicion de centrdmero: a) metacéntrico, b) submetacéntrico, c)
subtelecéntrico, d) telocéntrico. Imagen propia. Disefiada con Biorender®.

< P y

Figura 2. Allium cepa (cebolla): células de raiz. a) profase, b) metafase (*) y telofase (*), c) anafase.
Tincién Aceto-orceina solucién “B” para cromosomas (Hycel®). Microscopio ZEIZZ (Objetivo 40X).
Imégenes donadas por Dra. en C. Olivia Torres Bugarin (Unidad Académica de Medicina, UAG).

Figura 3. Allium cepa (cebolla): células de raiz: a) metafase polar, b) puente anafasico (flecha blanca),
cromosoma pegajoso (flecha negra), ¢) célula micronucleada, d) C-mitosis. Tincion Aceto-orceina solucion
“B” para cromosomas (Hycel®). Microscopio ZEIZZ (Objetivo 40X). Imagenes donadas por Dra. Olivia Torres
Bugarin (Unidad Académica de Medicina, UAG).

Como sistema de prueba: en 1938, Levan investigd los efectos de diferentes concentraciones de
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colchicina en los meristemos radiculares de Allium cepa. Sus experimentos lograron detener la
mitosis e inducir la formacion de cromosomas metafasicos sobrecondensados, 1o que representd un
hito en el desarrollo de la citogenética (Fiskesjo, 1985). Casi cinco décadas después, Fiskesjo
estandariz6 esta metodologia y consolidé a Allium cepa como uno de los modelos vegetales mas
eficaces para evaluar citotoxicidad y genotoxicidad (Fiskesjo, 1985).

Gracias a estas y otras contribuciones, Allium cepa es considerado como un modelo de referencia en
estudios ambientales y toxicologicos. Sus principales ventajas incluyen el bajo costo, la facilidad de
manejo y la buena correlacion con sistemas bioldgicos mas complejos, sin requerir infraestructura
especializada (de Melo et al., 2024; Ruiz-Ruiz et al., 2023).

2.3 Metodologia del modelo Allium cepa

Cuidados: aunque el modelo Allium cepa es sencillo de manejar, cada paso requiere precision para
evitar errores y garantizar resultados confiables.

Seleccion de organismos: los organismos se pueden adquirir del mercado local, del sitio de
produccion, o incluso cultivarlos explicitamente para el trabajo experimental. Es fundamental
seleccionar bulbos sanos, de tamafio homogéneo, sin dafios fisicos evidentes, libres de hongos y con
el disco germinativo intacto, ademas se deben limpiar cuidadosamente y cortar todas las raices (dejar
aproximadamente medio cm) sin dafiar el disco germinativo, a fin de asegurar el desarrollo radicular
optimo. Esta homogeneidad inicial contribuye a minimizar la variabilidad en las respuestas
bioldgicas frente al agente de prueba.

Hidratacion: para inducir la division celular y estimular el crecimiento radicular, los bulbos deben
ser aclimatados, para ello se colocan a temperatura ambiente (20-25° C) por al menos 24 horas en un
contender con agua, la cual debe cubrir perfectamente el disco germinativo.

Distribucion experimental: una vez alcanzado el desarrollo radicular adecuado, los bulbos se colocan
en contenedores individuales y se conforman los grupos experimentales.

Se recomienda utilizar un minimo de tres ejemplares por grupo; sin embargo, lo ideal es trabajar con
cinco, considerando que hasta el 20 % puede presentar crecimiento deficiente. Esta estrategia permite
prevenir sustituciones inesperadas con los organismos y refuerza la validez estadistica de los
resultados.

Es indispensable incluir al menos dos controles: el control negativo— el cual es el mas importante—
consiste en bulbos sin exposicion, mantenidos unicamente en agua destilada o en un buffer
fisiolégico. El control positivo, por su parte, debe exponerse a un agente genotoxico conocido (Tabla
1). —como por ejemplo un antineoplasico— con el fin de verificar la sensibilidad del sistema.
Finalmente, los grupos tratados se exponen al agente de prueba en una o més concentraciones
(generalmente tres dosis), con el propodsito de evaluar sus posibles efectos citotoxicos y/o
genotoxicos (Fiskesjo, 1985; Leme & Marin-Morales, 2008).

Recoleccion y preparacion de muestras: al finalizar la incubacion, se cuentan y miden las raices.
Luego, se cortan y fijan en solucion de Carnoy (metanol: cido acético, 3:1) dentro de un contenedor
etiquetado y hermético. Las muestras pueden conservarse por varios meses. Antes de su preparacion,
se elimina el exceso de fijador con lavados suaves con agua destilada (Fiskesjo, 1985).

Tabla 1. Agentes usados como control positivo en el modelo Allium cepa.
Control positivo

. Mecanismo de accion Referencia
[Dosis]
Alcaloide mitdtico que inhibe la polimerizacion de los
microtabulos al unirse a la tubulina, interfiriendo en la (Alotaibi,
Colchicina formacion del huso mitético. 2022;
[0.05 -2 p/v] Induce: inhibicion de células en metafase, arresto mitotico, Fiskesjo,
por ello se observa aumento de células en metafase, AC, 1985)
MN y disminucion del IM.
Ciclofosfamida  Alquilante del grupo de las oxazafosforinas, requiere (Leme &
[2-50 mg/mL] activacion hepdtica in vivo, y en Allium cepa muestra Marin-
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efectos genotoxicos por la formacion de metabolitos activos Morales,

en soluciones acuosas o por preactivacion. 2009; Okorie

Induce: entrecruzamientos de cadenas de DNA, rupturas de  Asita et al.,

cadena sencilla y doble, formaciéon de aductos DNA- 2017)

proteina, mutaciones, AC numéricas y estructurales,

aumento de alteraciones de células en metafase-anafase,

AC, MN y disminucion del IM.

Antibiotico antineoplasico y alquilante bifuncional. Se

activa intracelularmente. (Leme &
Mitomicina C Induce: alquilacion del DNA, forma aductos y puen.tes, Marin-
[0.5-5 mg/L] causa rupturas de doble hebra, rezagos anafasico, Morales,

’ pulverizacion cromosémica, AC, MN, apoptosis y arresto  2008; Madike
mitotico. Inhibe la sintesis de DNA, la transcripcion y et al., 2019)
progresion del ciclo celular.

NaAsO, Altame?n'te toxico y carcin()geno. hur.n’ano (Grupo' 1, IAR(;). (Casillas-
[0.37 mg/mL Indpcq 1.nterfe.renc1a con la .resplracwn.celular mlto.c,ondrlal Figueroa et
(2.84 mM)] al inhibir enzimas depepdlentes de tlolgs,. 'Tamblen EO, al., 2020)

rupturas en DNA, alteraciones del huso mitético, AC y MN.

EMS Alquilante. Actlia introdupiepdo grupos etilo en .las bases  (Madike et
[1-125 mg/mL nitrogenadas del DNA, pr%nc1palmente en la guanina. ql., 2019;
0.05-0.6 mM] Induce: errores de emparejamiento durante la replicaciony,  Ping et al.,

' ' por ello mutaciones puntuales. 2012
Compuesto inorganico. Altamente oxidante y genotoxico.
(K2Cr207) Genera EO y enlaces cruzados en el DNA. (Mohammed
[0.05-1.0 mM] Induce: rupturas de una y dos hebras y alteraciones et al., 2015),
cromosomicas.
MH Posible carcindgeno (Grupo 3, IARC).
Induce: interferencia de la formacion del huso mitético, por .
[200-500 mg/L, S . , (Goujon et al.,
2 -5 mM ello inhibe la n’11t951s, causa A,C' y MN, gdemas de generar 2014)
4 %103 M’] efectos ck,lstogemco,s y aneugénicos, por interferencia en la
segregacion cromosdmica.
EtBr Agente intercalant.e, distorsiona l.a doble hélice. o '
[0.125 pg/mL Indqce: 'engrosamlel.lto 'y necrosis en raices, EO, inhibe la ~ (Madike et
(=0.1a5mg/L] replicacion y tr.anscrlpcu')n, provoca rupturas del DNA, AC, al., 2019)
) MN y apoptosis.
NaCsHsCOO anservador alimentario (E21 D, presente en bebidas,

[50-1000 alimentos y produ'ctos farmacéuticos. . (Tiirkoglu,

me/L] Induce: disminucion del IM, AC y MN, engrosamiento, 2007)

necrosis de raices.

EO- estrés oxidativo; IM-indice mitético; AC- alteraciones cromosomicas (retrasos anafasicos
puentes, fragmentos, cromosomas dispersos o pegajosos, aneuploides, poliploidias e hipoploidia);
MN-micronucleos; MH- Hidrazida maléica; K-Cr.0s- Dicromato de potasio; EMS- Etil-metano-
sulfonato; NaCsHsCOO - Benzoato de sodio; EtBr -Bromuro de etidio; NaAsOz-Arsenito de sodio.

Hidrolisis y tincion: para facilitar la penetracion del colorante y resaltar las estructuras
citoplasmaticas y nucleares, las raices se hidrolizan en acido clorhidrico concentrado durante 5
minutos en un vidrio de reloj (Figura 4). Luego se enjuagan con agua destilada y se tifien con aceto-
orceina clorhidrica al 2% durante 30 a 50 minutos. (Fiskesjo, 1985), o bien con acetocarmine al 2 %
(Paul & Arjun, 2018), Feulgen (Fiskesjo, 1985; Paul & Arjun, 2018), Saffrania (4045 %)(Sivaram
et al., 2022), o Schiff’s reagent (Trivedi & Ahmad, 2013), incluso si se cuenta con microscopio
equipado con epiflorescencia se puede usar naranja de acridina (Ozakca & Silah, 2013).
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Exposicion
3 ejemplares, diferentes dosis del fertilizante y
grupos contol (negativo/positivo)

Seleccion y aclimatacion
de organismos

Muestras Analisis de muestras
Hidrolisis-Tincion-Frotis (Squash) 2000 células/ejemplar

3) 4) (1-

Figura 4. Esquema metodologico del bioensayo de Allium cepa para la evaluacion citogenética de fertilizantes.
1) Seleccion y aclimatacion de bulbos sanos y homogéneos en condiciones controladas. 2) Exposicion a
diferentes concentraciones del agente de prueba (“Fertilizantes”), con inclusion de controles negativo y
positivo. 3) Procesamiento de raices mediante hidrolisis acida y tincion, el preparacion de los frotis mediante
“squash”. 4) Analisis microscopico de 2,000 células por ejemplar, registrando indice mitético, aberraciones
cromosomicas y micronucleos.

Preparacion de muestras para su analisis: tras la tincion, se seleccionan 2 a 3 raices, se lavan y colocan
en un portaobjetos codificado, luego se dejan caer unas gotas de acido acético al 45 % y se cubren
con grenetina glicerinada liquida. Se coloca un cubreobjetos y se realiza un extendido tipo squash,
aplicando presion firme pero controlada para dispersar las células en una sola capa y facilitar la
observacion microscopica de las fases mitdticas y posibles alteraciones citogenéticas. Se retira el
exceso de liquido con papel absorbente. Las laminillas deben analizarse en un plazo de 1 a 2 semanas.
Hasta entonces, pueden conservarse en una cdmara humeda (envueltas en servilletas hiimedas),
asegurando todo el tiempo buena humedad y que estén libres de hongos.

Analisis microscopico: las muestras se examinan bajo el microscopio optico a 10%, 40x y 100x
aumentos. Se identifican y cuentan células en interfase y en mitosis, estas tltimas se clasifican segun
su fase (profase [P], metafase [M], anafase [A], telofase [T]). También se registran aberraciones
cromosdmicas como fragmentos, cromosomas rezagados o pegajosos, puentes, micronucleos,
nucleos lobulados, binucleados y polares; para asegurar representatividad, por bulbo, se analizan
entre 1,000 y 2,000 células, considerar que se deben incluir al menos dos raices por ejemplar y tres
ejemplares por tratamiento (Fiskesjo, 1985).

Potencial proliferativo (citotoxicidad): el agente de prueba puede inducir diversos efectos sobre la
actividad mitotica del tejido meristematico, tales como la estimulacién anémala de la division celular,
su retraso, inhibicion parcial o total, e incluso desencadenar procesos de muerte celular. Para
identificar y cuantificar estos efectos, es necesario comparar las alteraciones en los procesos de
mitosis y citocinesis entre los diferentes grupos experimentales.

Una herramienta clave para esta evaluacion es el calculo del indice mitotico (IM), que corresponde
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al porcentaje de células en division activa (profase, metafase, anafase y telofase) respecto al total de
células observadas. Este indicador permite estimar el potencial proliferativo del tejido y detectar
variaciones significativas atribuibles a la accion del agente ensayado. Valores anormalmente altos o
bajos del IM, en comparacion con los controles, pueden reflejar efectos citotoxicos o genotoxicos
que comprometen la integridad celular y el ciclo mitotico (Bonciu, Firbas, et al., 2018; Fiskesjo,
1985).

Genotoxicidad: el agente de prueba puede inducir dafio directo o indirecto al DNA, conocido como
genotoxicidad. Esta se evalia mediante la deteccion de alteraciones citogenéticas, como
reordenamientos cromosomicos, fracturas del material genético o disrupciones del huso mitotico.
Estas lesiones comprometen la estabilidad gendmica y son clave para valorar el potencial mutagénico
de los compuestos analizados (Bonciu, Firbas, et al., 2018; Fiskesjo, 1985).

2.4 Allium cepa: potencial proliferativo (citotoxicidad)

El modelo Allium cepa permite evaluar la fitotoxicidad mediante la cuantificacion de parametros
morfologicos del sistema radicular, como el nimero, la longitud y la forma de las raices, asi como la
presencia de clorosis, necrosis o tumoraciones, siempre en comparacion con el grupo control.

La citotoxicidad, entendida como la capacidad de un agente para afectar la viabilidad y funcion
celular, se determina a partir de los cambios en la distribucion de las fases del ciclo celular y de las
alteraciones en el indice mitotico (IM). Este indice corresponde al porcentaje de células en division
sobre el total de al menos 1,000 a 2,000 células analizadas (Sabeen et al., 2020).

El IM es un indicador clave, ya que permite detectar si un agente estimula, retrasa, inhibe o incluso
induce la muerte celular (Bonciu, Firbas et al., 2018; Fiskesjo, 1985). La disminucion del IM por
debajo del 50 % respecto al control refleja alteraciones significativas en el crecimiento y desarrollo
celular.

Por el contrario, el aumento del IM sugiere efecto mitoestimulador. Aunque pudiera interpretarse
como favorable, este fendomeno puede ser perjudicial, pues indica posible interferencia en los
mecanismos de regulacion del ciclo celular y podria favorecer divisiones descontroladas, con el
consiguiente riesgo de formacion de tejidos tumorales (Bonciu et al., 2018).

En consecuencia, el andlisis del IM, complementado con los parametros de crecimiento radicular —
como numero y longitud de raices—, ofrece una evaluacion integral de los efectos citotoxicos
(Fiskesjo, 1985; Leme & Marin-Morales, 2009).

IM: % indice de mitotico (IM) = [(Células en mitosis) / (Total de células contabilizadas)] % 100.
Donde:
Las células en mitosis = Células en profase (P) + metafase (M)+ anafase (A) + telefase (T).
Total de células contabilizadas = células en interfase + células en mitosis.

2.5 Allium cepa: biomarcadores de genotoxicidad

En Allium cepa, la genotoxicidad — entendida como la capacidad de un agente para inducir dafio en
el DNA — se evalua mediante la identificacion de aberraciones cromosomicas, entre ellas; puentes
anafasicos, cromosomas rezagados, C-metafase, metafase polar y micronucleos (Figuras 1 y 2)
(Bonciu, Rosculete, et al., 2018; Fiskesjo, 1985; Sabeen et al., 2020; Torres-Bugarin & Arias-Ruiz,

2023). Cuyo porcentaje se calcula con la siguiente formula:

vagabundos + binucleadas + lesiones nucleares + células gigantes desviacion polar + células
micronucleadas) / (Total de células contadas)] > 100.

2.6 Mecanismo: Clastogénico

Puente anafasico, figura (2b): estas conexiones son alteraciones estructurales que se originan por
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rupturas y fusiones andémalas de cromosomas o cromatidas durante la anafase. De tal manera que los
cromosomas permanecen unidos por finos hilos de DNA.

Ruptura cromosoémica. la ruptura de cromosomas, seguida de la union de las regiones proximales de
las cromatidas, conduce a la formaciéon de cromosomas dicéntricos, fragmentos de cromosomas
acéntricos (sin centrémero) o anillos.

Cromosoma pegajoso, figura (2b): indica efecto altamente toxico, en general no es reversible,
probablemente conduce a la muerte celular.

Micronucleo (MN), figura (2¢): un MN es un fragmento o cromosoma completo que no se integra
al nacleo principal durante la mitosis. Cuya membrana es inestable y propensa a romperse y liberar
el DNA al citoplasma. Este DNA independiente del nucleo, puede condensarse, replicarse y dividirse
de forma asincronica, y sufrir cromotripsis. Luego, puede reincorporarse al niicleo e inducir
inestabilidad gendmica contribuyendo a la cancerinogenesis.

Frecuencia de células micronucleadas (%) = [ (Total de células contadas /Numero de células con
micronticleos)] x 100

2.7 Mecanismo: aneuploidogénico

Anecuploidia: nimero anormal de cromosomas debido a errores en la segregacion durante la mitosis.
Poliploidia: incremento del set completo cromosdmico, asociado a fallas en la citocinesis.
Cromosoma (rezagado, vagabundo, pegajoso): uno o varios cromosomas no se unen al huso mitético
y no migran a los polos. Los cromosomas pegajosos resultan de la condensacion excesiva,
despolimerizacion del DNA o disolucion de nucleoproteinas, alteraciones que pueden conducir a la
muerte celular.

Metafase polar, figura (2a): los cromosomas no se alinean a la placa ecuatorial, por ello se agrupan
hacia uno de los polos (extremos) de la célula.

C-mitosis, figura (2d): la desintegracion del huso provoca la desorganizacion de los cromosomas en
la placa ecuatorial, generando configuraciones caracteristicas —como las inducidas por colchicina—
que pueden dar lugar a células tetraploides.

2.8 Mecanismo: inhibicion de la citocinesis

Célula binucleada: se forman por division aberrante del huso durante el anafase temprano o el fracaso
de la citocinesis después de la telofase.

Anormalidades nucleares: pueden ser indicio de muerte celular, son poco frecuentes en el control
negativo y abundantes en el positivo. No obstante, las yemas nucleares también pueden reflejar la
eliminacion de material genético excedente.

Es un modelo ampliamente utilizado en toxicologia genética gracias a las siguientes caracteristicas
(Kanaya et al., 1994; Ma et al., 1995; Ruiz-Ruiz et al., 2023; Torres-Bugarin & Zavala-Cerna, 2013):

o Su accesibilidad y bajo costo, en general los bulbos de cebolla son féciles de obtener y no
requieren condiciones especiales de cultivo;

o Su manejo sencillo permite realizar ensayos in vitro sin equipamiento sofisticado, lo que lo
hace util incluso en laboratorios con recursos limitados;

° Las células meristematicas poseen alta tasa mitética, nicleos definidos y cromosomas
grandes, caracteristicas que facilitan el analisis bajo el microscopico;

° Alta sensibilidad a amplia gama de agentes toxicos como contaminantes ambientales,
compuestos industriales, medicamentos, fertilizantes y nanomateriales.

o Buena capacidad para activar pro-mutagenos;

° Los resultados obtenidos con este modelo vegetal correlacionan bien con los de modelos

animales, lo que lo convierte en un sistema confiable para estudios preliminares. Al ser
vegetal, representa ademas una alternativa ética y técnica que evita el uso de animales lo cual
facilita la aprobacion por comités de bioética.
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2.9 Allium cepa: limitaciones del modelo

No obstante, el modelo Allium cepa presenta ciertas limitaciones que deben considerarse al

interpretar los resultados (Alias et al., 2023; Barbério et al., 2011; Singh Rathore et al., 2010):

° Una de las mas relevantes es la ausencia de un sistema enzimatico complejo como el de los
mamiferos, particularmente las enzimas hepdaticas involucradas en la bioactivacion de
compuestos, lo que restringe su uso en la evaluaciéon de sustancias que requieren
metabolismo previo para ejercer su efecto toxico;

o También puede haber variabilidad biologica significativa entre bulbos, lo cual puede afectar
la reproducibilidad de los resultados;
o Ademas, los resultados obtenidos en este modelo no siempre son directamente extrapolables

a organismos humanos. Esto debido entre otras cosas, a que existen diferencias sustanciales
toxicocinéticas y toxicodinamicas —absorcion, distribucion, metabolismo (bioactivacion
enzimatica ausente en plantas) y excrecion—, asi como variaciones en barreras tisulares, vias
de reparacion del DNA, regulacion del ciclo celular y respuestas inflamatorias/oxidativas. A
ello se suman divergencias en métricas de dosis (p. €j., mg L' en medios acuosos vs. mg
kg™ de peso corporal), rutas de exposicion y matrices ambientales que influyen en la
biodisponibilidad. Por lo tanto, es ideal que los hallazgos en Allium cepa deben
complementarse con sistemas mamiferos para establecer su relevancia clinica;

o Allium cepa no permite el andlisis de procesos toxicocinéticos como la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion de las sustancias evaluadas, y su entorno experimental
simplificado no refleja la complejidad fisioldgica de los organismos superiores.

2.10  Allium cepa: citotoxicidad y genotoxicidad de los fertilizantes

Sin duda, la creciente demanda alimentaria ha impulsado el uso intensivo e indiscriminado de
insumos agricolas, entre ellos los fertilizantes. Sin embargo, la aplicacion excesiva de cualquier
sustancia implica efectos colaterales no deseados. En particular, la sobrefertilizacion altera la
disponibilidad de nutrientes en el suelo y puede generar impactos negativos, tanto directos como
indirectos, en la productividad de los cultivos (Verma & Srivastava, 2018).

Las formas asimilables de nitrégeno, principalmente nitrato (NOs") y amonio (NHs"), son
fundamentales para el crecimiento vegetal. Su deficiencia reduce de manera significativa el
rendimiento agricola.

Para suplir esta demanda se emplean fertilizantes nitrogenados, tanto organicos (como la urea, de
bajo costo y alto contenido de nitrogeno) como inorganicos (por ejemplo, el nitrato de amonio), que
aportan directamente estas fuentes esenciales para las plantas. El ion amonio (NH4") se origina a
partir de la descomposicion de la materia organica o de fertilizantes como la urea y el nitrato de
amonio, mientras que el nitrato (NOs") se produce mediante nitrificacion o se incorpora al suelo a
través de la fertilizacion (Bijay-Singh, 2021; Verma et al., 2016).

Sin embargo, se estima que solo el 50 % del nitrogeno aplicado es aprovechado por los cultivos. El
resto se acumula en el ambiente, provocando toxicidad y alteraciones del pH del suelo. Ademas,
puede inducir estrés por salinidad, al reducir la captacion de otros cationes debido a la competencia
cationica. Estas condiciones afectan el metabolismo vegetal e incluso generan consecuencias a nivel
celular y genético, tales como estrés oxidativo, aberraciones cromosomicas, polarizacion defectuosa,
anafases desordenadas y puentes cromosomicos (Bijay-Singh, 2021; Verma & Srivastava, 2017).
En este contexto, el modelo vegetal Allium cepa constituye un sistema eficaz para la deteccion
temprana de efectos citotoxicos y genotoxicos. Su alta sensibilidad, junto con la facilidad para
analizar aberraciones cromosomicas, el IM y la formacion de micronucleos, lo convierte en una
herramienta confiable para evaluar el impacto de agroquimicos sobre la integridad genémica vegetal.
De este modo, aporta evidencia valiosa para los estudios de riesgo ambiental (Leme & Marin-
Morales, 2008).

Esta descrito que las concentraciones elevadas de fertilizantes nitrogenados, como el nitrato de
amonio (NH4NO3) y otros compuestos similares, provocan reduccion significativa en la division
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celular. Ademas, incrementan la frecuencia de aberraciones cromosomicas, lo que refleja un impacto
genotdxico potencialmente perjudicial para la estabilidad genética de las plantas expuestas (Figura

5).
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Figura 5. Fertilizantes evaluados con el bioensayo de Allium cepa y sus principales efectos citotoxicos y
genotoxicos (AC- Aberraciones cromdsomicas; MN- Microntcleos).

Estas alteraciones no se limitan a la especie evaluada, sino que podrian afectar a otros organismos y
traducirse en consecuencias fisiologicas adversas. A largo plazo, estos efectos pueden contribuir a
desequilibrios ecoldgicos en sistemas agricolas intensivos (Tabla 2) (Leme & Marin-Morales, 2008).

Tabla 2. Fertilizantes evaluados mediante el modelo Allium cepa.

Fertilizante Concentraci6  Biomarcador Observaciones Referencia
n afectado
Potente efecto genotoxico dosis-
200 T IM . . (Verma et al.,
NH4NOs meg N kg 1AC, MN dfep.er'lrdlente, en células en 2016)
division.
El volumen celular y nuclear (Verma &
0.5mgN | IM interfasico de las células de las .
NH4NO:s . . Srivastava,
mL—1 1T AC, MN raices tratadas se redujo respecto
2017)
al control.
Mitodepresor
Urea 200 | -IM Indujo alteraciones en células en (Verma et al.,
mg N kg! 1T AC, MN interfase, incluso mayor que el 2016)
NHsNO:s.
100, 500, LM 1 -1IM, effecto dosm-respues:ca (Bonciu,
Urea 1000, + AC, MN Anomalias nucleares: células Rosculete. et
5000, 10.000 ’ binucleadas, multinucleadas y af 201é)
y 20.000 nucleos fantasma. "
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ppm A Dosis de 1000 o dosis mas
altas: células con multi MN.
Potente efecto clastogénico
El uso indiscriminado de urea
como fertilizante puede inducir
Urea 200mg | IM una serie de AC en los sistemas (Arara et al.,
N kg! 1T AC vegetales debido a la alteracion 2014)
del equilibrio amonio-nitrato en
el suelo.
0. 0,005, 0,01, LM, A, mayor dOS}S menor longitud y (Adeleke
Urea 0.025. 0.05 % 1 AC numero de raices, asi como IM. M.T.V,
T, 0.05 % indujo AC 2019)
Nanofertilizante
] Dosis bajas promovieron el
MgAI?O*- 50, 100, 200 1M, crecimiento de las plantas, las (Alghofaili et
Oxido de y 400 mg L' 1 AC dosis 200 — 400 mL aumentaron  al., 2025)
aluminio el efecto cito y genotoxico.
y magnesio
10 % V/V: IM sin efecto
negativo,
ﬁ‘ blfig?) 10, 15, 20, T IM AC son evidentes. (Anitha
arczi aloas 25,30 % Otras concentraciones: 2013) ’
pmarin§S \A% 1 AC 1IM, AC, MN, vacuolacién
multiple y condensacion del
citoplasma.
. . El extracto de moringa en menor
Biofertilizante concentracion es mas adecuado,
Extracto 5.0, 10.0, T IM - . , .
no dafa ni los organulos (Alietal.,
—Sacharqmyces 20.0 T AC citoplasmaticos ni el aparato 2019)
cerevisiae % =MN mitotico
- Moringa Los extractos no forman MN
. - El efecto citotoxico y mutagénico
Blgti'irscl;zglte 2’5’1 2’0/10 Tl% depende de la concentracion y de  (Vasii, 2016)
y ° la duracion del tratamiento.
100 % La citotoxicidad se mantuvo a lo
0,3y6 largo de 6 meses, y conforme (Anacleto et
SCBC Meses de T AC, MN pasa el tiempo de degradacion el  al., 2017)
degradacion dafio disminuye.
Composta 100 % AC Allium no fue sensible, a (Cabrera et
Cb ’ diferencia de otros modelos. al., 1999)
*
ve Suelos tratados con plaguicidas o
11IM, L ,
. con Vc. La adicion de Vc actua
Composta longitud . (Datta et al.,
Ve 100 % de raiz como mejorador del suelo y e 2018)
. incrementa IM, es bueno para la
* Plaguicida roductividad de los cultivos
IMtAC P '

NHaNO:s - Nitrato de amonio (fertilizante inorgénico); NPK - fertilizante compuesto comercial (N -
Nitrogeno, P-Fosforo, K-Potasio); (NH4)2 SOs4 - Sulfato amoénico; SCBC — Composta de bagazo de
cafia de azacar; Vc - Vermicomposta; Cb - Composta de basura municipal; IM - Indice mitético; CR
- Crecimiento radicular; AC - Aberraciones cromosomicas; CC - Cromatina condensada; MN -
Microntcleos; CRS - Cromosomas rezagados.
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3. Discusion

El analisis de los estudios revisados confirma que el modelo Allium cepa es una herramienta
confiable, sensible y ampliamente validada para la deteccion de efectos citotoxicos y genotoxicos
inducidos por fertilizantes de distinta naturaleza.

Es destacable la escasez de estudios que evaluen efectos citotoxicos y genotoxicos en Allium cepa.
Ademas, existe amplia heterogeneidad metodoldgica (p. ¢j., rangos de dosis, tiempos de exposicion,
técnicas de tincidn y criterios de conteo), lo que dificulta la comparacion directa entre trabajos. Por
ello, el andlisis se apoya principalmente en los controles internos de cada estudio y en patrones
consistentes de respuesta (IM, AC, MN), mas que en comparaciones cruzadas.

En este contexto, se puede observar que la mayoria de los trabajos coinciden en que las dosis elevadas
de fertilizantes inorganicos—particularmente los nitrogenados como el NHsNOs, la urea y las
mezclas comerciales NPK—provocan disminucion significativa del IM y aumento en la frecuencia
de aberraciones cromosomicas y microntcleos, incluso sefiales clastogénicas son mayores a medida
que aumenta la dosis. Estos efectos citogenéticos reflejan dafo celular que podria comprometer la
integridad gendémica de organismos no blanco, incluidos los seres humanos. De tal suerte que, los
efectos citogenéticos observados —p. €j., puentes anafésicos, cromosomas rezagados, C-mitosis y
microntcleos— evidencian clastogenicidad/aneugenicidad y, por tanto, inestabilidad gendémica. A
nivel celular, esto se traduce en detencion del ciclo, apoptosis o sobrevida con dafio heredable, con
impacto en la competencia proliferativa y en la integridad del tejido (v. gr., meristemos radiculares)
(Adeleke, 2019; Bonciu, Rosculete, et al., 2018; Verma & Srivastava, 2018).

En organismos no blanco, dichos desenlaces pueden comprometer crecimiento, reproduccion y
desarrollo, afectando la viabilidad poblacional y la funcidn ecosistémica. En el contexto humano, la
sefal positiva en Allium cepa no implica una extrapolacion directa, pero es concordante con vias
mecanisticas plausibles (estrés oxidativo, disrupcion del huso mitético, rupturas de DNA). Dado que
la frecuencia de MN se asocia con inestabilidad gendmica, estos hallazgos justifican evaluaciones
complementarias en modelos animales y celulares, asi como vigilancia ambiental (suelos y aguas) y
gestion de riesgo (Adeleke, 2019; Bonciu, Rosculete, et al., 2018; Verma & Srivastava, 2018).

Por tanto, operativamente, estos resultados sugieren que seria ideal aplicar la dosis minima efectiva
de fertilizantes, monitorear IM, AC y MN como panel integrado de alerta temprana y priorizar
alternativas con menor huella citogenotoxica (p. ej., bioinsumos con ventanas de seguridad
definidas).

En contraste, como se observa en la tabla 2, los fertilizantes organicos y foliares evaluados en
concentraciones moderadas mostraron menor citotoxicidad y genotoxicidad que los inorganicos (Ali,
2019; Anacleto et al., 2017; Cabrera-Guzman et al., 2007; Datta et al., 2018). Entre ellos destaca la
vermicomposta, que favoreci6 el indice mitotico (IM) y el crecimiento radicular sin efectos toxicos
detectables, lo que sugiere mayor compatibilidad ambiental (Datta et al., 2018). No obstante, el
efecto es dependiente de la formulacion y la dosis. El abono liquido de algas increment6 el IM, pero
a ciertas concentraciones indujo aberraciones cromosomicas/MN y alteraciones citoplasmaticas; los
extractos biofertilizantes (Saccharomyces/Moringa) aumentaron IM y aberraciones cromosomicas
sin formacion de MN; y el biofertilizante comercial (Bionex®) mostr6 mayor frecuencia de
IM/aberraciones cromosomicas en funciéon de la concentracion y tiempo de exposicion. Estos
patrones refuerzan la necesidad de ventanas de seguridad especificas por producto.

Por otro lado, la madurez y el origen del insumo organico también son relevantes, la SCBC (composta
de bagazo de caia) mantuvo citotoxicidad, aunque el dafio disminuy6 con el tiempo de degradacion,
mientras que la composta de basura urbana mostro respuestas heterogéneas y menor sensibilidad en
Allium frente a otros modelos.

En sintesis, los organicos/foliares ofrecen perfiles de menor riesgo a dosis moderadas, pero requieren:
(i) dosificacion prudente y validada en bioensayos (Allium cepa: IM, AC, MN); estandarizacion de
protocolos y reporte de composicion y verificacion de madurez y pureza para minimizar variabilidad
y asegurar beneficios agrondmicos con baja huella citogenotoxica.

Por su parte, los nanofertilizantes son una innovacion prometedora en el ambito agricola debido a su
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potencial para mejorar la eficiencia en la absorcion de nutrientes y estimular el desarrollo vegetal.
Sin embargo, también plantean desafios importantes relacionados con su liberacion al medio
ambiente, su persistencia, su ingreso potencial a la cadena alimentaria y su toxicidad. Algunos
estudios, como el de Alghofaili (2025), evidencian que algunos nanofertilizantes pueden inducir
alteraciones cromosoOmicas, dafiar la integridad de la membrana celular, deformar la morfologia
radicular y alterar el trafico i6nico y de micronutrientes. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
regular cuidadosamente su aplicacion y de evaluar de forma rigurosa tanto sus beneficios
agrondmicos como sus posibles riesgos toxicoldgicos y genotoxicos.

Cabe senalar que, si bien existe variabilidad en las concentraciones empleadas entre los estudios, la
mayoria muestra clara relacion dosis-dependiente. Esta observacion refuerza la necesidad de aplicar
fertilizantes de manera racional y controlada para prevenir efectos adversos sobre la salud celular y
la sostenibilidad ambiental.

En cuanto a los biomarcadores comunmente afectados, se reportan alteraciones en el indice mitotico,
la frecuencia de microntcleos, cromosomas pegajosos, puentes anafasicos y ntcleos fragmentados.
Estos indicadores permiten detectar dafio tanto en células en division como en interfase, lo que
confirma la utilidad del modelo Allium cepa para evaluar disrupcion del ciclo celular, estrés
genotdxico, inestabilidad gendomica y potencial mutagénico.

En conjunto, los hallazgos revisados sugieren la necesidad de un uso precavido de fertilizantes,
priorizando concentraciones minimas efectivas y estrategias sostenibles que garanticen la proteccion
de los ecosistemas, la salud humana y la integridad de los organismos no blanco.

4. Conclusiones

El modelo Allium cepa es altamente efectivo para detectar alteraciones citogenéticas asociadas al
estrés quimico inducido por fertilizantes, lo cual ofrece una alternativa ética, econdémica y
ambientalmente pertinente para el monitoreo de la calidad del suelo y la seguridad agroambiental.
Los resultados reunidos en esta revision evidencian que el uso excesivo o mal gestionado de
fertilizantes, especialmente los de origen inorganico, puede generar efectos citotoxicos y genotoxicos
significativos en Allium cepa, confirmando su valor como bioindicador vegetal.

Sin embargo, es necesario reconocer ciertas limitaciones metodologicas que condicionan la
interpretacion de los resultados: la variabilidad bioldgica entre bulbos, la falta de parametros
toxicocinéticos y metabdlicos —como los que aportaria un modelo animal— y la imposibilidad de
extrapolar de manera directa los hallazgos a escenarios clinicos en humanos. A ello se suma la
heterogeneidad de los estudios disponibles en cuanto a dosis, metodologias y parametros evaluados,
lo que dificulta establecer comparaciones directas y conclusiones generalizables.

No obstante, se recomienda promover practicas agricolas sostenibles, ajustando las dosis de
fertilizacion a los minimos efectivos necesarios para los cultivos y evitar aplicaciones excesivas.
Asimismo, es pertinente integrar el modelo de Allium cepa con otros bioensayos complementarios
en estudios regulatorios, de esta manera sera posible validar de forma mas integral los riesgos
asociados al uso intensivo de fertilizantes y fortalecer la aplicabilidad de este modelo en la evaluacién
de impactos agroambientales.

5. Lista de abreviaciones, siglas o formulas

Lista de abreviaciones, siglas o formulas

Indice mitético IM Aberraciones cromosomicas AC

Estrés oxidativo EO Cromatina condensada CC
Alteraciones cromosomicas AC Micronucleos MN
Hidrazida maléica HM Cromosomas rezagados CRS
Etil-metano-sulfonato EMS Crecimiento radicular CR
Profase P Dicromato de potasio K2Cr20
Metafase M Nitrato de amonio NH4NOs
Anafase A Benzoato de sodio NaCsHsCO
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Telofase T Bromuro de etidio EtBr
Composta de bagazo de cafia de SCBC Arsenito de sodio NaAsO2
azlcar
Vermicomposta Vc Sulfato amoénico (NHa)2 SO4
Composta de basura municipal Cb fertilizante compuesto comercial NPK
(N - Nitrogeno, P-Fésforo, K-
Potasio)
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