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Valoracion del efecto toxico del cadmio en celulas
meristematicas de cebolla Allium cepa L.

Valoration of toxic effect of cadmium in meristematic cells
of onion Allium cepa L.

L. Marcano!, I. Carruyo, X. Montiel, M. Bracho y L. M Soto
Resumen

Se evalué la correlacién entre diferentes concentraciones y tiempo de
exposicién a Cadmio, sobre el crecimiento de la raiz, bloqueo del Indice Mitético
(IM) y la induccién de aberraciones cromosémicas en poblaciones de células
meristematicas de cebolla, Allium cepa L. Las raices crecidas en agua filtrada a
25°C, se colocaron en solucién acuosa de Cloruro de Cadmio a diferentes
concentraciones y tiempos. Los resultados mostraron una correlacién positiva
entre la concentracién y tiempo sobre la longitud de la raiz y el IM. Se produjeron
también diferentes tipos de aberraciones cromosémicas: efectos c-mitéticos,
rupturas cromosémicas, stickinesis y puentes anafésicos. El anédlisis de varianza
estableci6 un efecto mas deletéreo del tiempo de exposicién que de la concentracion
del metal para todos los pardametros evaluados; a excepcion de la formacién de
puentes anafasicos que presenté correlacién positiva con la concentraciin y el
efecto e-mit6tico que no se correlacioné con los parametros establecidos. También
se establecié correlacién positiva entre stickinesis y formacién de puentes
anaféasicos y con ruptura cromosémica. Se concluye que el efecto téxico d21 Cd+?
en la poblacién de células estudiadas es més dependiente del tiempo de exposicién
al metal que de la concentracién utilizada y se corrobora las ventajas del uso de
los meristemos de Allium cepa como modelo biolégico para el estudio de
contaminacién por metales pesados.
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Abstract

The effects of Cadmium over populations of Allium cepa. were investigated
in order to discover the correlation between concentration and time ovar root
growth, interruption of Mitotic Index (MI) and induction of chromosomatic abe-
rrations (CA). Meristematic cells were grown in filtered water at 25'C and im-
merse in cadmium chloride under different concentrations and time exposure.
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Results showed a positive correlation between concentration and time of expo-
sure on the length of the root and MI. The analysis of variance demonstrated a
more deleterious effect of exposure time than concentration of cadmium used.
Each time and metal concentration used produced different types of CA: C-Mi-
totic effect, chromosomic rupture, stickiness and anaphasic bridges. The results
of the variance analysis showed variations for each CA, but only the formation of
anaphasic bridges have a positive correlation to concentration. All other CA pro-
duced correlate significantly with exposure time, except for the c- mitotic effect.
It is also found a positive correlation between stickiness and formation of anapl.asic
bridges, and stickiness and chromosomic rupture. It was concluded that toxic
effect of cadmium in the cell population studied is more dependent on the expo-
sure time than on the concentration of metal used.

Key Words: meristematic cells, Allium cepa, cadmium, toxicity.

Introduccion

El cadmio es un metal pesado convertido en un problema ambiental.
presente, de una forma ubicua, en La industria de la galvanoplastia, la
todos los alimentos a concentraciones fabricacién de baterias, y la
bajas; la dosis més elevada se estabilizacién de algunos plasticos son
encuentra en los alimentos de origen los usos mas habituales de este metal,
vegetal (200 mg/kg de peso seco), siendo utilizado también er. la
siguiendo en orden descendiente carnes elaboracién de algunos plaguicidas y
y pescados (50 mg/kg) y los lacteos y fertilizantes. (3, 9). Para las personas
huevos donde la concentracién es no expuestas ocupacionalmente, la
mucho menor (20). Sin embargo, alimentacién y el tabaco constituyen la
algunos alimentos pueden contener principal fuente de exposicién (1), por
concentraciones méas elevadas de ejemplo se consume hasta 20 myg de
cadmio, entre los que se encuentran cadmio por cada 20 cigarrillos
los 6rganos internos de los animales, consumidos; por otro lado, los graros y
que pueden llegar a contener mas de 1 verduras pueden presentar
mg/'kg (7). concentraciones del metal considerables

Aunque la presencia del Cadmio si se cultivan en lugares contaminados
en la naturaleza es baja (0,1 - 0,2 ppm), ya que el metal puede acumularsz en
presenta caracteristicas particulares los tejidos vegetales; asi mismo la in-
(prolongada vida media y poder de gesta de peces, crustdceos y otros
acumulacién), que conducen a animales acuédticos, producen la
considerarlo como un agente causal de acumulacién del metal en el humano,
contaminacién ambiental muy principalmente en tejidos blandos como
relacionado con los problemas de salud higado y rifién. (15; 20)
ocupacional (2). Con el desarrollo de la Entre las alteraciones producidas
industria moderna, la produccién y el por el Cadmio en diferentes tejidos y
uso del cadmio se ha extendido cultivos celulares se puede mencionar:
rapidamente, y su eliminacién se ha alteraciones del sistema 6seo (1, 19,
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21); alteraciones de la funcién renal
(11), cambios morfolégicos y fisiolégicos
de hepatocitos (12), alteraciones en
génadas (18), efecto genotdxico y
mitotéxico en tejido vegetal (16;17;24).

Investigaciones previas han
sugerido que el estudio de las
alteraciones en el Indice Mitético (IM),
bloqueo del crecimiento e induccién de
aberraciones cromosémicas (AC), son
dosimetros biolégicos para el estudio
potencial de sustancias mutagénicas
y carcinogénicas presentes en el
ambiente como contaminantes (6; 17;

24). En experiencias previas realizadas
en nuestro laboratorio, se demostré la
genotoxicidad del Cd+*? en células
meristemaéticas de Allium cepa (16).
Sobre la base de estos resultados se
desarrollé un experimento que
permitiera establecer la influencia de
la concentracién y el tiempo de
exposicién del cadmio sobre la longitud
de laraiz, el IM e induccién de AC con
el objeto de evaluar cual de los dos
tratamientos tiene un mayor efecto
deletéreo en células meristematicas de
cebolla Allium cepa L.

Materiales y métodos

Como material de estudio se
utilizaron meristemos de cebolla Allium
cepa L. considerado como uno de los
mejores modelos biolégicos para el
estudio del efecto de contaminantes
ambientales (6; 14),

Los bulbos de cebolla se colocaron
en agua filtrada renovada cada 24
horas, a temperatura constante de 25°C
+ 0,5°C y aireacion continua a razén de
10 - 20 ml de aire por minuto. Una vez
que las raices alcanzaron de 2 a 3 cm
de longitud se colocaron en una solucién
acuosa de cloruro de cadmio (Merck), a
concentraciones de 0, 7, 10, 15 y 20 ppm,
renovada cada 24 horas, por 0, 12, 24,
48 y 72 horas de exposicién para cada
una de las concentraciones utilizada.
Los ensayos fueron realizados por
duplicado y con su respectivo control
(representados en el texto como 0 ppm
y 0 horas), en el cual la solucién de
cadmio fue sustituida por agua
destilada. Las raices fueron medidas
una por una y para cada tiempo y
concentracion se cortaron cuatro raices
pararealizar el estudio citolégico, para

lo cual se fijaron en una mezcla de alco-
hol-acido acético glacial a una
proporcién 3:1 por 24 horas, se lavaron
con agua destilada por tres veces, para
luego ser tefiidas por la técnica de
fucsina basica (13) y/o orceina acético-
clorhidrica (22). Posteriormente se
realizé el aplastamiento o «squash»
para el estudio de IM y AC. Se
analizaron un promedio de 3000 células
por meristemo, determinando a su vez
las anomalias cromosémicas de las
células en divisién.

Analisis estadistico. Con los
datos recolectados se realizé un andlisis
de correlacién simple para determinar
el efecto del tiempo de exposicién y
concentracién del Cd*? sobre los
diferentes parametros evaluacos:
Indice Mitético, Longitud de la Raiz y
Aberraciones Cromosémicas. Asi
mismo se realizé andlisis de variaiza
multivariado (MANOVA), para
determinar cual de los dos factcres
(tiempo de exposicién y concentracién
de cadmio) tenia mayor efecto sobre el
crecimiento de las raices.
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Resultados y discusién

Efecto del cadmio sobre la
longitud de la raiz. El anélisis de
los resultados mostré una correlacién
positiva altamente significativa entre
longitud de la raiz con respecto al
tiempo, cuando las raices no estaban
sometidas al tratamiento con cadmio
(r=0,9759; P< 0,01). El coeficiente de
determinacién (R?=95,24%) indic6 que
un 95,24% de las variaciones
observadas en la longitud de la raiz se
debieron al paso del tiempo. Esto es
considerado como el proceso normal de
crecimiento de las raices de cebolla bajo
las condiciones empleadas en este
estudio. El cuadro 1 muestra las
correlaciones existentes entre la
longitud de la raiz y el tiempo a las
diferentes concentraciones de cadmio,
se observa una disminucién paulatina
del coeficiente de correlacién a medida
que aumenta la concentracién, esto
explica que, al someter las raices a
diferentes concentraciones de cadmio,
el proceso de crecimiento normal de
éstas se ve afectado, atin cuando dicho
crecimiento continte.

La relaci6n entre la
concentracién de Cd*? y la longitud de
la raiz es positiva y altamente
significativa para todas las
concentraciones de Cd*?utilizadas. Se
observa que, concentraciones a partir
de 15 ppm del metal influyen sobre el
crecimiento de la raiz, ya que para los
mismos tiempos de muestreo, el
coeficiente de determinacion (R2) ha
disminuido de 95,24% (0 ppm) a 51,34%
(15 ppm) lo cual parece indicar un efecto
deletéreo de la concentracion de Cd *?
sobre la longitud de la raiz para esta
concentracién. Esto coincide con los
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reportes de otros autores quienes
establecen el efecto téxico del cadmio
en otros cultivos celulares, reflejado por
un blogueo en el crecimiento de las
raices, tales como en el género
Helianthus (4), Vicia fava (17), Hor-
deum vulgares (24), entre otros. la
alta toxicidad del metal a
concentraciones bajas podria explicarse
debido a que el poder de penetracion
del Cd*2 en las plantas es mucho mayor
que el de otros metales pesados (8).
Interaccién entre la
concentracién de cadmio y tiempo
de exposicién con respecto a la
longitud de la raiz. Los resultados
del analisis de MANOVA, para el
estudio del efecto de la concentracion
del Cd*?y del tiempo de exposicién sobre
la longitud de la raiz, se muestran en
el cuadro 2, ambos efectos son
significativos (P< 0,01). Sin embargo,
el efecto del tiempo de exposicién fue
de 1,58 veces mayor que el efecto de la
concentracién, por lo que se puede
establecer que el efecto de prolongar el
tiempo de exposicién a bajas
concentraciones de cadmio es mis
significativo, que a concentracionas
altas por poco tiempo de exposicién.
Esto puede explicarse debido a las
propiedades que presenta el metal al
acumularse, hasta alcanzar un ura-
bral de toxicidad a partir del cual el
efecto se hace més evidente (5). Se
establece que en humanos, cuando se
alcanzan niveles criticos en la sang-e
(més de 100 mg/gr de tejidos), se
producen nefropatias, proteinourias,
etc (10). Esta concentracién critica
puede ser alcanzada eventualmente si
existe un periodo de tiempo prolongado
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Cuadro 1. Coeficiente de correlacion (r), nivel de significancia (P) y
coeficiente de determinacién (R?) al relacionar longitud de
la raiz versus concentracién de cadmio a diferentes ticmpos.

Concentracién de Cd+? r
0 0,9759
7 0,9652
10 0,9714
15 0,7165
20 0,6044

P % R?
< 0,01 95,24
< 0,01 93,17
<0,01 94,37
<0,01 51,34
< 0,01 36,53

de exposicién, debido a que, el metal
se acumula de manera continua, de tal
forma que concentraciones
consideradas como bajas (5-10 ppm)
pueden ser téxicas si los animales son
expuestos por periodos prolongados (20;
21; 23). Resultados similares han sido
reportados en otras plantas (4; 17; 24).

Efecto del cadmio sobre el
Indice Mitético. El Indice Mitético se
considera como un parametro que
refleja la frecuencia de la divisién
celular y la velocidad de crecimiento de
los meristemos. Como se describié en
la metodologia, todos los experimentos
se llevaron a cabo cuando las raices
alcanzaron una longitud de 2 a 3 em;
longitud a la cual los meristemos
alcanzan un equilibrio dindmico en
nuestras condiciones experimentales, es
decir, el niimero de células que entran

a divisién es proporcional al niimero de
células que entran a diferenciacién,
estableciéndose un IM con un valor
constante que varia entre 11 — 12 %.
(16).

El cuadro 3 muestra los
resultados obtenidos cuando se
correlacioné el indice mitética con la
concentracién de cadmio a los
diferentes tiempos, se puede observar
que, para las raices sin tratamiento
se encontré una correlacién negativa
altamente significativa entre el tiempo
yel IM (r = 0,4902; P < 0,01) por lo
que, para el tamafio de las raices
seleccionadas el IM disminuye con el
transcurso del tiempo para estas
raices, lo cual puede ser explicado por
el hecho de que con el transcnrso del
tiempo se pierde el equilibrio dinamico,
de manera que el nimero de células

Cuadro 2. Analisis de varianza del efecto de la concentracion y tiempo
de exposicién al Cd*2 sobre la longitud de la raiz.

Fuente de variacién Suma de Gl Cuadrados F P
cuadrado medios
Concentracién de Cd*? 181,02 4 45,25 63,04 <0,01
Hora 285,11 4 71,28 99,28 <« 0,01
166,55 232 0,718 - -

Residual
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que pasan a diferenciacién supera a las
que entran a divisién.

A partirde 7 ppm se observa una
disminucién en el IM de una manera
altamente significativa a medida que
aumenta la concentracién, lo cual in-
dica la dependencia del IM con la
concentracién de Cd*2 Esto se
corrobora al observar los valores del
coeficiente de determinacién (R?), donde
se muestra que, a medida que
aumenta la concentracién de cadmio
se incrementa la dependencia de las
variaciones en el IM, lo cual va acorde
con lo mencionado anteriormente y con
los reportes de otros autores en
diversos sistemas biolégicos. (5; 11;18;
24).

Interaccién entre la
concentracion de cadmio y el
tiempo de exposicién sobre el
Indice Mitético. El analisis de
varianza (cuadro 4) muestra el efecto
de la concentracién de Cd*? y el tiempo
de exposicion sobre el Indice Mitético,
se observa que, al igual que con la
longitud de la raiz, el efecto téxico es
maés dramatico a bajas concentraciones
de Cd*?* y prolongados tiempos de
exposicién, esto era de esperarse si se
considera que, tanto el IM como la
longitud de la raiz son medidas de
crecimiento, lo cual fue afianzado con
los resultados del MANOVA para el IM.
Los resultados concuerdan con los
reportados por otros autores. (18; 21;
23)y explicarian la extrema toxicidad
que presenta este metal en las células
expuestas, que lo llevan a ser
considerado como un agente causal de
varias enfermedades (6).

Efecto del cadmio sobre la
induccién de Aberraciones
Cromosoémicas. Estudios previos han
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reportado el efecto genotoxico del
cadmio, reflejado por la induccién de
diferentes aberraciones cromosémicas
(16). El cuadro 5 muestra la frecuencia
de aberraciones causadas por
diferentes tiempos y concentraciones
de Cd*? en los meristemos, se puede
observar que se inducen cambios
morfolégicos en los cromosomas para
todos los tiempos y concentraciones
utilizadas. A bajas concentraciones se
produce stickinesis producto del
doblamiento erréneo de las crométidas
hermanas, que permanecen unidas por
puentes subcromatinicos, originando
otras aberraciones conocidas como
puentes anafasicos y rupturas
cromosémicas, también observadas en
las células tratadas. Como se puede
observar estas aberraciones aumentan
su frecuencia a medida que aumenta
el tiempo de exposicién. Otras
anomalias: cromosomas aislados,
efecto c-mitético y microntcleos
también se hacen evidentes. Estos
cambios morfolégicos o aberraciones
cromosémicas son indicadores de alta
toxicidad y probablemente conduzcan
a la muerte de la célula (6; 16). En
condiciones similares otros autores (14;
24), han reportado diferencias en
cuanto al tipo y frecuencia de estas
aberraciones aunque en proporciones
similares; lo que lleva a considerar que
se dan variaciones entre especies,
posiblemente por efecto del medio de
cultivo y /o ambiente en el que crecen
los bulbos; en cualquier caso, en las
condiciones ensayadas, el material
biolégico utilizado resultéidéneo para
realizar estudios de contaminacién por
metales pesados ya que ademads de su
sensibilidad presenta otras
caracteristicas como son: bajo zosto,
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Cuadro 3. Coeficiente de correlacién (r), nivel de significancia (p) y
coeficiente de determinacion (R?) al relacionar indice
Mitético con concentracién de cadmio a diferentes tiempos.

Concentracién de Cd*? r
0 -0,4902
T -0,9678
10 -0,9005
15 -0,9189
20 -0,8714

facil manipulacién y gran nimero y
tamario de los cromosomas.
Interacciéon entre la
concentracién de cadmio y el
tiempo de exposiciéon sobre la
induccién de aberraciones
Cromosémicas. Los resultados del
anélisis realizado por una prueba de
Duncan para medir el efecto del cadmio
a una sola concentracién (10 ppm) y
diferentes tiempos o el efecto de
diferentes concentraciones a un mismo
tiempo (24 h), se muestran en los
cuadros 6y 7. Se observé un incremento
de la frecuencia de aberraciones con el
transcurso del tiempo, el cual se hace
mas significativo después de 24 horas
de tratamiento (cuadro 6). De forma
similar, a partir de 10 ppm, al aumentar
la concentracién de Cd*? se produce un
incremento significativo de la
frecuencia de aberraciones

[) R‘l
<0,01 24,03
<0,01 93,67
<0,01 81,09
<0,01 84,46
< 0,01 75,93

cromosémicas (cuadro 7). Como se
puede observar en el cuadro 8, sélo la
formacién de puentes ana’asicos
presenta una correlacién pocitiva y
significativa con la concentracién de
Cd*? utilizada (r=0,473; P<0,05). Esto
puede ser explicado, ya que la
stickinesis es la anomalia cromosdémica
mas frecuente presente para todos los
tiempos y concentraciones utilizadas
(cuadro 5); y siendo la formacién de
puentes anafésicos una consecuencia de
este fenémeno, es de esperar que
presenten una correlacién con la
concentracién del metal.

El cuadro 9, muestra la
correlacién positiva con el tiempo para
todas las aberraciones inducidas por el
Cd*?, excepto para el efecto C-mitético,
lo cual podria ser explicado si se
considera que el cadmio es un metal
antagonista del calcio, este til:imo in-

Cuadro 4. Anilisis de varianza de la concentracién y el tierapo de
exposicion al Cd *2 como el Indice Mitético

Fuente de variacién Sumade
__ _ cuadrado
Concentracién de Cd*2  1731,860
Hora 2579,820
Residual 699,435

Gl Cuadrados F P
medjoisi
4 432 92 144 85 < 0,01
4 644 96 215,77 < 0,01
234 2,989 - -
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Cuadro 6. Comparacion del efecto del Cd*? sobre el Indice Mitético (IM)
y % de Aberraciones (AB) a una misma concentracién (10

ppm) y diferentes tiempos de exposicion.

% IM (X = DS)

Tiempo (h) % AB (X =+ DS)
Control 11,8+1,9 0,00
12 *872+ 1,75 *9 21 + 0,30
24 **4 07 + 1,84 **14 50 =+ 1,10
48 *#*2.43 + 1,60 *#29 10 = 1,83
72

*+1 97 + 1,68

##45 80 + 3,18

Prueba multiple de Duncan: *P < 0,05; **P < 0,01

dispensable para la formacién del huso
mitético, por lo que, competitivamente,
al superar la concentracion de cadmio
a las del calcio intracelular, se produce
el bloqueo en la migracién de los
cromosomas metafésicos (efecto C-
mitético), independientemente del
tiempo de exposicién.

En general, éste analisis
estadistico corrobora los resultados
obtenidos sobre el efecto del Cd*2 sobre
la longitud y el IM, por lo que, se puede
establecer que el efecto del tiempo es
mas drastico que el de la concentracién
utilizada. Resultados similares se han
reportado en diferentes cultivos
celulares (16, 24) y con otros metales

4, 6).

Interaccion entre las diferen-
tes aberraciones cromosémicas. El
mismo andlisis de Duncan se realiz6
para determinar la correlacién entre las
diferentes anomalias cromosomicas
inducidas por el cadmio, los resultados
muestran una correlacién positiva
altamente significativa entre la
stickinesis y la formacién de puentes
anafdsicos (r=0,883; P<0,01;n= 19),1o
cual corrobora que esta ultima
aberracién es el resultado del fené6meno
de stickinesis que inducen a los
cromosomas a permanecer unidos y en
el caso de que logren separarse dan lugar
ala ruptura de los cromosomas y/o a la

Cuadro 7. Comparacién del efecto del Cd*2 sobre el indice mitético (IM)
y % de aberraciones (AB) a un mismo tiempo (24 h) y
diferentes concentraciones de cadmio.

Concentracién % IM(X + DS) % AB (3{ = DS)
Control 12.01 2,10 0,00

7 ++8 88 + 1,75 4,7 + 1,80

10 **4 07 = 1,56 **14.5 + 4,70

15 #£3 80 + 1,39 #£19.9 + 5,09

20 ®%9.62 1,51 **%24.4 + 6,10

Prueba miltiple de Duncan:

*P <0,05; **P < 0,01
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formacién de cromosomas aislados.

Lo expuesto queda corroborado al
hacer el analisis de correlacién entre
la stickinesis y ruptura cromosémica

(r =0,8057; P<0,05; n = 8), resultando
en una correlacién positiva
significativa entre las dos variables.

Conclusiones

El anélisis de los resultados
muestra un evidente efecto téxico del
cadmio sobre el crecimiento, indice
mitético e induccién de aberraciones
cromos6émicas en las células
meristematicas de Allium cepa, lo que
demostré el grado de sensibilidad de
esta especie a la contaminacién por
cadmio, representando un factor de
riesgo para la salud humana, el
consumo de este vegetal cultivado en
regiones que presenta un alto nivel
ambiental del metal. El grado de
toxicidad sefiala una evidente
correlacién positiva con el tiempo y la

concentracién, siendo mas drastico el
efecto del tiempo de exposic.én.
También se puso de manifiesto la
relacién entre los diferentes tipos de
aberraciones, lo cual demostrs la
interrelacién entre ellas, por lo que se
puede establecer que, cualquier tipo de
anomalia cromosémica que se presinte
en los casos de estudios de
contaminacién ambiental, puede ser
tomada como indicador de
genotoxicidad. En el caso especifico
para esta especie, se puede sugerir
como un buen modelo para los estudios
de contaminacién por metales pesados.
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