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Resumen. Se determind el efecto mitotoxico, citotoxico y genotdxico del
plomo en células meristematicas de cebolla (Allium cepa). Los bulbos crecieron
en agua filtrada, renovada cada 24 h, a temperatura de 25 + 0,5°C, en oscuridad
y con aireacion constante. El tratamiento se llevd a cabo bajo las mismas
condiciones experimentales, utilizando solucidn acuosa de cloruro de plomo a
0,25; 0,50; 0,75y 1,0 ppm por 0, 12, 24, 48 y 72 h. Los meristemos se fijaron
en alcohol-acido acético (3:1) y se colorearon con la técnica de Feulgen. El
crecimiento de la raiz y el indice mitético disminuyeron, al aumentar la
concentracion y el tiempo de exposicion al metal. También se observaron
alteraciones morfoldgicas, irregularidades nucleares y morfologia cromosomal
anormal como estekinesis, puentes anafasicos y micronucleos. Los resultados
infieren un efecto mitotdxico, citotdxico y genotoxico dependiente de la
concentracion y tiempo de exposicién inducido por el plomo.
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TOXIC EFFECT OF LEAD
IN MERISTEMATIC ONION CELLS (ALLIUM CEPA)

Abstract: We determined the mito-, cyto- and genotoxic effects of lead in
onion root cells (Allium cepa). Bulbs were cultivated in filtered water (renewed
every 24 h), 25 £ 0.5°C temperature, darkness, and with constant aeration.
Treatments were carried out under similar experimental conditions, using 0.25,
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0.5, 0.75 and 1.0 ppm lead chloride solutions for 0, 12, 24, 48 and 72 h. After
treatment, meristems were fixed with alcohol-acetic acid (3:1) and colored
using the Feulgen technique. Root growth and mitotic index were inversely
proportional to lead concentration and exposure time. Also, morphological
alterations, nuclear irregularities and abnormal chromosomal morphology were
observed as stickiness, anaphase chromosome bridges and micronuclei. The
results infer a mito-, cyto- and genotoxic effect directly proportional to lead
concentration and exposure time.

Key words: Allium cepa, cytotoxic, genotoxic, lead toxicity, mitotoxic, onion
cells, root tips.

INTRODUCCION

El plomo (Pb*?) es un elemento de gran interés toxicolégico, ya
que la exposicion al mismo puede causar un variado rango de efectos
adversos a la salud humana, como aumento de la presion sanguinea,
problemas de fertilidad, desordenes nerviosos, dolores musculares y de
las articulaciones, irritabilidad y problemas en la concentracién o la
memoria (Borjesson et al.1997). Los nifios son mas vulnerables a
enfermarse debido a que su sistema nervioso central esta aun en
formacion (Patocka y Cerny 2003). Aun a muy bajos niveles de
exposicion, puede causar reduccion del coeficiente intelectual (1Q),
trastornos en el aprendizaje, déficit de atencion, problemas de conducta,
retardo en el crecimiento, dafios en el rifion e incluso la muerte a niveles
altos de exposicion (Garcia y Dorronsono 2002, Patocka y Cerny 2003).
Su gran versatilidad de usos en la fabricacién de contenedores de
alimentos, alambiques, baterias, pintura, cueros, aleaciones, llevan a
considerar la contaminacion por este metal como un problema de salud
ocupacional (Borjesson et al.1997, USEPA 2000).

Estudios llevados a cabo en plantas han demostrado que el plomo
se absorbe fundamentalmente del suelo y solamente en pequefias
cantidades del aire, afectando la absorcion de nutrientes minerales, el
crecimiento y procesos metabdlicos, tales como la fotosintesis, la
respiracion, la actividad amitotica y la division celular de semillas en
germinacion de varias especies de plantas (Wierzbicka 1999, Wong y Li
2002). Xiong (1997), en estudios realizados con Sonchus oleraceus,
observo una disminucion en el contenido de clorofila, longitud y
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biomasa, con un aumento de la actividad de peroxidasas (POD), cuando
el contenido de plomo en el tejido de las plantas se incrementd.
Donghua et al. (1994), en meristemos de Allium cepa, reportaron que el
metal inhibe el crecimiento de las raices y causa anomalias
cromosomicas, incluyendo c-mitosis, puentes anafasicos y estekinesis.
Marcano et al. (2001) encontraron una inhibicion de la actividad
biosintetica nucleolar inducida por el metal.

Con el proposito de ampliar los conocimientos del efecto del
plomo en cultivos de células meristeméticas, se determind las
alteraciones producidas por este metal a diferentes tiempos y
concentraciones sobre el crecimiento, indice mitético, morfologia
nuclear y cromosomal en cultivos de Allium cepa. Esta especie se
considera uno de los mejores modelos biolégicos para el estudio de
contaminantes ambientales (Fiskesjo 1985), y permite de evidenciar la
toxicidad del metal en sus células, debido a que los vegetales son uno de
los primeros eslabones en la cadena tréfica, por consiguiente una ruta de
ingesta del contaminante para los humanos.

MATERIALES Y METODOS

Los bulbos de cebolla se colocaron en agua filtrada, renovada cada
24 h a una temperatura constante de 25 + 0,5°C, en oscuridad y con
flujo de aire continuo de 10-20 mL/min. Cuando las raices alcanzaron
una longitud de 2 a 3 cm, se colocaron en una solucion acuosa de
cloruro de plomo (Cl,Pb,) de 0,25; 0,50; 0,75y 1,0 ppm por 0, 12, 24,
48 y 72 h. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y cada
combinacion contdé con su respectivo control, donde la solucidon de
plomo se sustituy6 por agua destilada. Se seleccionaron de 3 a 6 raices
de los bulbos para determinar la longitud radical de cada uno de los
tratamientos. Se colocaron en capsulas de petri, se midieron con una
regla milimétrica, y se usaron tres bulbos para cada tratamiento
(Fiskesjo 1985).

Se cortaron cuatro raices para realizar cada estudio citologico por
cada tiempo de exposicion y concentracion. Seguido del tratamiento, las
raices se colocaron en una solucion de etanol (99%) con acido acético
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glacial (3:1) por 24 h, se lavaron con agua destilada (3 veces) y tefiidas
con orceina acética-clorhidrica. La técnica de aplastamiento (squash) se
aplico para el estudio de IM, y se analiz6 un promedio de 3.000 células
por cada raiz de cada tratamiento. Las alteraciones morfoldgicas
(citotoxicidad) e inducciobn de aberraciones cromosémicas
(genotoxicidad) se determinaron evaluando simultdneamente, los
cambios morfoldgicos de las células interfésicas y los cromosomas de
las células mitéticas de los meristemos expuestos al metal y
comparandolas con su respectivo control. Los datos se presentaron
como medias £ SD. Se evaluaron las diferencias estadisticas por un
andlisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba de comparaciones
multiples de Duncan. En todos los casos, las diferencias se consideraron
al obtener un P < 0,05.

RESULTADOS

Se observo que a medida que aumenta la concentracion del metal
y el tiempo de exposicion, se produce una reduccién en el crecimiento
de la raiz (Fig.1). Los meristemos expuestos a concentraciones de 0,75
y 1,0 ppm por 48 h 0 mas, se oscurecieron, se engrosaron y finalmente
se encorvaron progresivamente en forma de gancho.

Los resultados del efecto del plomo sobre el indice mitético (1IM)
se presentan en la Figura 2. En los controles se observé la tendencia a
disminuir significativamente el IM en los tiempos mayores a 48 h (P <
0,05). En las células expuestas al metal se evidencia que el IM
disminuye a medida que aumenta la concentracion para todos los
tiempos de exposicion, siendo significativo a partir de 24 h (P < 0,01).
La prueba de Duncan mide el efecto del plomo sobre el 1M, a tiempos
similares y diferentes concentraciones (Tabla 1). Se observa un
descenso en el IM a medida que se incrementa la concentracion, siendo
significativa a partir de 0,75 ppm, lo cual refleja dependencia entre las
dos variables. La valoracion del efecto de la misma concentracion a
diferentes tiempos muestra un descenso significativo en el IM que se
hace mas severo con el curso del tiempo (Tabla 2).
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Figura 1. Efecto de la concentracion (ppm) y tiempo de exposicion al plomo sobre la
longitud de la raiz en Allium cepa.
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Figura 2. Efecto de la concentracion (ppm) y tiempo de exposicién al plomo sobre el
indice mitdtico (IM) en meristemos de Allium cepa.
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Tabla 1. Efecto del plomo sobre el indice Mitdtico (IM) de células radiculares
de Allium cepa, a un mismo tiempo (24 h) y diferentes concentraciones.

Concentracion (ppm) % IM(X£DS)
0 125+1,2

0,25 *11,31+1,65
0,50 *8,5+2,51

0,75 **76+2,23

1,00 **6,5 + 2,65

Tabla 2. Efecto del plomo sobre el indice Mitético (IM) de células radiculares
de Allium cepa, a una sola concentracion (0,5 ppm) y diferentes tiempos.

Tiempo (h) % IM (X£DS)
0 11,5+0,52
12 *9,50 + 0,24
24 *12,00 + 0,98
48 **33,00 £ 1,87
72 **30,30 £2,76

Prueba de Duncan *P < 0,05; **P < 0,01.

Los efectos citotoxicos del plomo se ilustran en la Figura 3a,
donde se observa las caracteristicas de una célula control, con su ndcleo
limitado por una envoltura que lo separa del citoplasma y la presencia
de uno o dos nucleolos bien definidos. En el caso de las células
expuestas al plomo, se presentan variaciones en la morfologia nuclear
que difieren con la concentracion y tiempo de exposicion. La Figura 3b
muestra células interfasicas expuesta a 0,75 ppm por 24 h, con un
ndcleo atipico y heteropignotico. La membrana nuclear pierde su
integridad y no se observa la presencia de nucleolos como estructuras
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Figura 3a y b. Efecto citotéxico inducido por el plomo en células interfasicas de
Allium cepa. 3a: Células interfésicas control, 3b: Células expuestas a 0,75 ppm de Pb?
por 24 h. 3c: Células expuestas a 0,75 ppm de Pb? por 48 h.

definidas. A mayor tiempo de exposicion se observaron cambios
morfoldgicos mas drasticos, caracterizados por pérdida de la integridad
celular, vacuolizacién citoplasmética y nucleo con morfologia
pseudolobulada y en algunos casos ruptura de la membrana nuclear y
nucleolos muy difusos (Fig. 3c).
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Figura 3c. Efecto citotoxico inducido por el plomo en células interfasicas de Allium
cepa. Células expuestas a 0,75 ppm de Pb? por 48 h.

La Figura 4 muestra un incremento significativo (P < 0,01) en el
porcentaje de células con alteraciones, proporcional a la concentracion y
el tiempo de exposiciéon. Sin embargo, disminuye significativamente
después de 72 h de tratamiento para concentraciones de 0,75y 1,0 ppm.

En la Figura 5 se presenta la frecuencia de los diferentes tipos de
aberraciones cromosdmicas (AC) a destintos tiempos de exposicion. Se
observo que la estekinesis (Fig. 6a) es la mas frecuente aberracion para
todos los tiempos analizados. Adicionalmente, también se evidencié la
induccion de puentes anafésicos (Fig. 6b) y micronucleos (Fig. 6c¢). En
forma similar la Figura 7 muestra el porcentaje de AC para las
diferentes concentraciones del metal. Aunque todas las concentraciones
producen la induccion de AC, la frecuencia se hace significativa (P <
0,05) a partir de 0,50 ppm, con tendencia a incrementarse con la
concentracion, siendo la estekinesis la anomalia méas frecuente.

Con el propdsito de corroborar el efecto de la concentracion de
Pb*? y tiempo de exposicion sobre la induccién de AC, un anélisis de
varianza fue realizado (Tabla 3). Ambos efectos fueron significativos (P
< 0,05). Sin embargo, el efecto de la concentracién es mas deletéreo
que el tiempo de exposicion. La correlacion existente entre las
diferentes anomalias cromosdmicas inducidas por el metal (Tabla 4),
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Figura 4. Frecuencia de alteraciones en la morfologia celular a diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion con plomo.
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Figura 5. Efecto del tiempo de exposicion al plomo sobre el porcentaje de aberraciones
cromosémicas (AC) en meristemos de Allium cepa.
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Figura 6. Aberraciones cromosdémicas inducidas por el plomo en meristemos
radiculares de Allium cepa. 6a: Estekinesis, 6b: Puentes anafasicos, y 6c:
Micronucleos, 1.000 X.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de plomo sobre el porcentaje de aberraciones

cromosémicas (AC) en meristemos de Allium cepa.

Tabla 3. Andlisis de varianza del efecto de la concentracién de plomo y
tiempo de exposicion sobre la induccion de Aberraciones Cromosomicas

(AC).
AC Fuente de DF SS MS F p

variacion
Estekinesis Concentracion 4 17.346,9 4.336,72 142,34 <0,01
Tiempo 4  8.259,68 2.064,92 67,78 <0,01
Puentes Concentracion 4 65,67 16,42 10,13 <0,01

cromosomicos

Tiempo 4 15,80 3,95 2,44 <0,05
Micronucleos Concentracion 4 49,03 2,04 15,62 < 0,05
Tiempo 4 13,89 3,73 12,62 <0,01
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reflej6 una correlacion positiva altamente significativa entre la
estekinesis y la formacion de puentes cromosomicos, corroborando asi
la dependencia entre ambas. No obstante, no existe correlacion entre la
estekinesis y la formacién de micronucleos.

Tabla 4. Coeficiente de correlacion (r), nivel de confianza, (P) y coeficiente
de determinacion (R?) cuando se relacionan los dafios cromosémicos.

Fuente de variacion r P R?
Puentes cromosémicos 0,5077 <0,01 0,2577
Micronucleos 0,3251 > 0,05 0,1056

Variable predictiva: Estekinesis

DISCUSION

El andlisis de los resultados mostrd un efecto deletéreo del plomo
sobre el crecimiento de la raiz, observandose cambios morfoldgicos
indicadores de necrosis celular, acorde con lo reportado por otros
autores con éste y otros metales (Marcano et al. 1998, Wierzbicka 1999
Rucinska 2004).

El IM es un parametro que no solo refleja la velocidad de
crecimiento, sino también la frecuencia de la division celular, por lo que
cualquier agente capaz de causar alteracion en este, es considerado
mitotdxico. Se observo en los controles una disminucion del IM, que
refleja un comportamiento normal en cultivos bajo las condiciones
experimentales descritas; ya que después de un tiempo, el crecimiento y
el IM se hacen menores a causa de la pérdida del equilibrio dinamico.
De igual manera, en las células expuestas al plomo se observa una
disminucion en el 1M, siendo ésta méas severa con el curso del tiempo y
la concentracion; esto refleja el efecto deletéreo ejercido por el metal.
Estos hallazgos permiten establecer un efecto mitotoxico inducido por
el metal sobre los meristemos expuestos y coinciden con los reportes de
otros autores en diversos sistemas bioldgicos (Wierzbicka 1999,
Wilczek et al. 2004).
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Las alteraciones observadas son compatibles con una necrosis
celular tal y como los reportan Hartwig et al. (1994) y Wise et al.
(1992). La vacuolizacion presente sugiere que los cambios de
osmolaridad que ocurren en el interior de la célula, posiblemente son
consecuencias del efecto del metal sobre algunos sistemas de transporte
a nivel de membrana. Carfagna et al. (1996) sefialan que el Cd* vy el
Pb*? inducen inhibicion de la actividad de la ATPasa Na*/K" originando
alteraciones que modifican sus condiciones fisiologicas. El alto
porcentaje de células con alteraciones morfoldgicas pone de manifiesto
la citotoxicidad del plomo en el tejido analizado, y esta de acuerdo con
reportes en otros sistemas bioldgicos (Patocka y Cerny 2003, Rucinska
2004).

Las aberraciones cromosémicas observadas reflejan la
genotoxicidad inducida por el metal. La estekinesis, se caracteriza por
un aspecto aglutinado de los cromosomas en metafase, provocado por
un mal desdoblamiento de las cromatidas hermanas que permanecen
unidas, formando fibras cromatinicas o puentes anafésicos (Fiskesjo
1985, Marcano et al. 2004).

Los micronucleos, posiblemente originados por ruptura de los
cromosomas gue contindan su ciclo (Marcano et al. 2004), se observan
pero con menor frecuencia. Las variables analizadas (tiempo y
concentracion) muestran un efecto toxico sobre el tejido estudiado. Sin
embargo, la concentracion resultdé més deletérea ocasionando dafios,
posiblemente irreversibles, donde las células no pueden recuperarse,
indicativo de un sistema de reparacion desactivado, incrementando las
aberraciones cuando un nuevo ciclo comienza (Heddle 1991).
Resultados similares se han observado con otros agentes tdxicos en el
mismo modelo bioloégico (Marcano et al. 1998, 2004). El efecto
observado puede explicarse por reportes que indican la inhibicion de
los mecanismos de reparacion del ADN, bien interactuando
directamente con las enzimas responsables (ligasas, topoisomerasas y
otras) o al actuar competitivamente con el calcio, cation involucrado en
la regulacion de esos procesos (Hartwig 1994, Marcano et al. 2001,
Rucinska et al. 2004).
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CONCLUSION

Se concluye que se presenta una toxicidad inducida por el plomo,
dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion, sobre los
meristemos radiculares de Allium cepa, manifestada por un blogueo en
el crecimiento e indice mitdtico, alteraciones en la morfologia nuclear y
la induccidn de aberraciones cromosomicas.
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