CIENCIA 6(2), 93-99, 1998
Maracaibo, Venezuela

Efectomitotoxicoy genotéxico del cadmio en células
meristematicas de cebolla (Allium cepa L))

Letty Marcano®, Xiomara Montiel, Ingrid Carruyo, Maria del Pilar Bracho
y Lorena Atencio
Departamento de Biologia, Facultad Experimerntal de Ciencias, Universidad del Zulia
Apartado 326. Maracaibo 4011 . Venezuela

Recibido: 04-11-97 Aceptado: 25-06-98

Resumen

Se estudio €] efecto mitotéxico y genotoxico del Cadmio a difer entesconcentraciones (3.4.
4.9y 9.9x 107 N) y tiempo de exposicion 124.48y 72 hor as).Lasbulbosse enltivaron en agua
filtrada, a 25°C con aireacion constante. B tratamiento se realizo, en las mismas condiciones
de cultive, utilizando solucién acuosade cadmio ala concentracién respectiva. Se observo una
disminucién del crecimiento de las raices y del indice mitético de una forma dependientede
tiempa y |la céneentracion utilizada. Las células tratadaspresentan irregularidades en d ni-
deoy alteraciones de |la morfologia cromosomal, tales como: “Stekinesis”, cfecto ¢-mitotico,
aneuploidia, polipoidia, formacion de puentes eromosémicos €N anafase, presencia de cromo-
somas aislados y microntucleos. Se coneluye queel cagmio induce un efectomitotéxico y geno-
toxico sobre pobl aci ones meristeméticas de Allium cepa L, cuya intensidad depende dela.con-
centraci 6n y el tiempo de exposicién.
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mitotico.

Mitotoxic and genotoxic effect of cadmium on
Allium cepa L. meristematic cells

Abstract

Mitotoxic and genotoxde effects of Cadmium was studied at different concentrations (3.4,
4.9. and 9.9 x 10> M) and exposure times (24,48 and 72 hours) on ALLIUM CEPA [ Bulbs were
cultivated on filtrate tap water at 25°C with constamt aeration. Treatmients were done by using
aqueous cadmiiym solutions al different concentrations on meristematic tissues. A direct effect
was observed between a slower root growth and mitotic index and cadmium concentration and
exposure time. Nuclear irregularities and abnormal chromosomal merphology were also
observed, like stickinesis, c-mitotic effect, Aneuploid and Polyploid cells, chremosome bridges
formationt during andphase, isolated chromosemes and micronucleus. From those results, a
mitotoxic and genotoxic effect was induced by Cadmium concentration and exposure on
meristéinatic populations of Alliimcepa L.

Key words: Cadmium: chromosomal aberration; mitotic index: root tip cells.
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Efecto genotoxico y mitotoxico del cadmio

Introduccion

Se ha establecido que, de todos los me-
tales toxicos encontrados en el ambiente y
utilizados en la industria, el cadmio {Cd*z)
presenta caracteristicas particulares que lo
llevan a considerar como uno de los mas pe-
ligrosos desde el punto de vista de la conta-
minacion ambiental (1).

El cadmio es un elemento toxico a dosis
bajas, presenta un largo periodo de vida me-
dia (30 anos aproximadamente en huma-
nos), baja frecuencia de excrecion por parte
del organismo, y se acumula, predominan-
temente, en los tejidos blandos como higa-
do, rinén y gonadas (2-4).

Se han reportado varios trabajos que
establecen una variedad de alteraciones
producidas por el cadmio en muchos teji-
dos. En tejidos animales induce despolime-
rizacion de la actina (5), incremento de os-
teoclastos maduros (6) y activacion de onco-
genes (7). En cultivos de lineas celulares es-
tablecidas como CHO, produce perturbacio-
nes del crecimiento y aberraciones cromoso-
micas (8) y en cultivos de células del rinon
humano (células 293), es capaz de inducir
apoptosis (9). Con la excepcion de los hallaz-
gos en Vicia_faba por Mo y Li (10) y en Hor-
deum vulgare por Zhang y Yang (11), las in-
vestigaciones citologicas sobre el efecto con-
taminante del cadmio en cultivos de células
meristematicas han sido escasas.

Con el proposito de ampliar los conoci-
mientos del efecto citotoxico del cadmio en
cultivos de células meristematicas, se estu-
dian las alteraciones producidas por este
metal a diferentes tiempos y concentracio-
nes sobre el crecimiento de los tejidos meris-
tematicos; division celular y morfologia nu-
clear y cromosomal en Allium cepa L.

Materiales y Métodos

Como material de estudio se utilizaron
meristemos de cebolla (Allium cepa), ya que
por sus caracteristicas particulares (bajo

costo, facilidad de manipulacion, cromoso-
mas faciles de observar, etc.), se considera
como uno de los mejores modelos biologicos
para el estudio del efecto de contaminantes
ambientales, y los resultados obtenidos con
este modelo son extrapolables a cualquier
otro sistema biologico (12-14).

Los bulbos de cebolla se mantienen en
agua filtrada, renovada cada 24 horas, a
temperatura constante de 25 + 0,5°C y ai-
reacion continua a razon de 10 - 20 ml de
aire por minuto. Una vez que las raices al-
canzaban de 2 a 3 cm de longitud se sumer-
gian en una soluciéon acuosa de cloruro de
cadmio (CdCl,), a concentraciones de 3.4,
7.4y9,9 10° M (5, 10 y 20 ppm respectiva-
mente). Se realizaron tratamientos de 12,
24, 48 y 72 horas de duracion, renovando la
solucion cada 24 horas. Para cada concen-
tracion y tiempo de tratamiento se realizo un
control en el cual la solucion de cadmio fue
sustituida por agua destilada. Todos los tra-
tamientos fueron realizados por duplicado.
Las raices fueron medidas una por una y
para cada tiempo se cortaron cuatro raices
para realizarles el estudio citologico, para lo
cual se fijaron en una mezcla de alcohol-aci-
do acético glacial a una proporcion 3:1 por
24 horas, para luego ser tenidas por las téc-
nicas de Fucsina Basica (15) y/o Orceina
acético-clorhidrica (16). Se analizaron un
promedio de 3000 células para el estudio del
indice mitético, observandose las anomalias
cromosomicas de las células en division.

Se realizo un analisis de varianza mul-
tiple (MANOVA) para determinar si existian
diferencias significativas entre las cé€lulas
tratadas y los controles (p< 0,050 p<0,01).

Resultados y Discusion

Efecto del cadmio sobre el crecimiento
de la raiz

Se pudo observar que a medida que au-
menta la concentraciéon de cadmio y se pro-
longa el tiempo de exposicion de los meriste-
mos, se produce un retardo significativo en
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el crecimiento de las raices (Figura 1), simi-
lar al reportado en otras plantas tales como
Heliantus (17), Vicia Jfaba (10), v Hordeum
vulgare (11).

La concentracion a la cual se produce
el 50% de la restriccion del crecimiento
(CEg;) fue calculada por la diferencia por
centual del crecimiento de los meristemos
expuestos al cadmio con respecto al control
para cada una de las concentraciones de
cadmio utilizadas, dicho valor corresponde
a4,2x 10° M (Figura 2).

La alta toxicidad del metal a concentra-
ciones tan bajas podria explicarse porque el
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poder de penetracion del cadmio en las
plantas, es mucho mayor a la de otros meta-
les pesados (18).

Asimismo, se observo que los meriste-
MOs expuestos a concentraciones de 7,4 y
9.9x10° M por mas de 48 horas, tienden
progresivamente a oscurecerse, engrosarse
y finalmente, a encorvarse en forma de gan-
cho, de una manera dosis- y tiempo- depen-
diente, cambios que son indicadores de
muerte celular (13),

Efecto sobre el indice mitético

El indice mitético (IM), se considera
¢omo un parametro que refleja la frecuencia
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de Cd*? (34,4,9y9,9x 10° M) a diferentes tiem pos (12,
24,48 y 72 horas) sobre los meristemos de Allium cepa L.
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Figura 3. Efecto del Cd*? a diferentes concentraciones y tiempo de tratamiento sobre el indice mitético
g y P

en poblaciones meristematicas de Allium cepa L.

e

de la division celular y la velocidad de creci-
miento de los meristemos. La Figura 3
muestra que el IM de las raices tratadas con
cadmio, disminuye a medida que aumenta
la concentracion de cadmio de forma alta-
mente sinificativa tanto para la concentra-
cion de cadmio como con respecto al au-
mento del tiempo (F= 60,53, p< 0,01: y
F= 147,43; p< 0,01 respectivamente). El
efecto es acumulativo, produciéndose un
bloqueo completo de la division celular a
una concentracion de 9,9x10° My por tiem-
po prolongado (48 horas). Los resultados
coinciden con los reportados por otros auto-
res en otros sistemas biologicos (17, 10, 11,
8), reflejando la extrema toxicidad que pre-
senta el cadmio en las células expuestas y
van acorde con los reportes en los cuales se
involucra al cadmio como un agente causal
de varias enfermedades (6, 19, 20, 21).

Cambios morfolégicos nucleares

Los resultados muestran que, a con-
centraciones de 7.4y 9,9 x 10° M, el cadmio
induce cambios morfolégicos en el nticleo de
las células tratadas. La Figura 4a muestra la
morfologia tipica del nucleo de una célula
control en interfase; en la Figura 4b se ob-
serva que el tamano y la forma del nucleo se
incrementan hasta adquirir un aspecto

Figura4. Fotografia de células interfasicas.
a. Niicleo de célula control (40X).
b. Nucleo de células tratadas con

Cd*? (40X).
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Figura 5. Fotografia que muestra las caracteris-
ticas morfologicas del nicleo en las
celulas control en diferentes etapas
del ciclo de division celular: Profase
(P); Metafase (M); Anafase (A); Telo-
fase (T) (100 X).

pseudolobulado. Este efecto esta acompa-
nado por un aumento de la condensacion de
la cromatina, distribuida irregularmente en
la periferia del niicleo. Estos cambios coinci-
den con los reportados en la literatura como
caracteristicas morfologicas asociados con
apoptosis en céelulas de mamiferos por efec-
to del cadmio (9): sin embargo, se requieren
mayores estudios para confirmar esta posi-
bilidad.

Cambios en los cromosomas

Todas las concentraciones utilizadas
afectan la morfologia y organizacion de los
cromosomas. La Figura 5 muestra las carac-
teristicas morfologicas del nucleo en las cé-
lulas en diferentes etapas del ciclo de divi-
sion celular y los diferentes cambios en la
organizacion y morfologia de los cromoso-
mas en las c€lulas expuestas al cadmio se
observan en la Figura 6. Se pudo evidenciar
induccion de “Stekinesis” (Figura 6a). feno-
meno que se produce por un doblamiento
erroneo de las fibras de los cromosomas
dentro de las cromatidas hermanas, de tal
forma que los cromosomas permanecen

unidos unos con otros por puentes subcro-
matidos (22). Este efecto es irreversible e in-
dicativo de alta toxicidad, lo cual probable-
mente conduzca a muerte celular (13). A
concentraciones de 4,9 x 10° M para todos
los tiempos de exposicion, se observa el fe-
nomeno conocido como c-mitosis (Figu-
ra 6b). Esta anomalia se produce como re

sultado del bloqueo en la formacion de las fi-
bras del huso, de tal manera que se inhibe la
migracion de los cromosomas en anafase, y
debe su nombre a que se describié por pri-
mera vez en células tratadas con colchicina
(23). También se observo la formacion de
puentes cromosomicos en anafase, que pue-
den producirse bien sea por la ruptura de
los cromosomas o de las cromatidas, o como
consecuencia de la Stekinesis descrita ante-
riormente. Se observaron dos tipos de puen-
tes anafasicos: uno donde se involucran uno
o mas cromosomas (Figura 6c¢), y otro donde
se observa la anafase con Stekinesis (Figura
6d), estas anomalias se presentan a partir
de 48 horas de exposicion para todas las
concentraciones utilizadas. También se
pudo observar lo que se conoce como cromo-
somas aislados (Figura 6e), los cuales tam-
bién son indicativos de toxicidad y probable-
mente sean producto del fenémeno c-mitoti-
co, siendo considerada su presencia como
un inductor de aneuploidias y poliploidias
(13). Estas alteraciones del niimero cromo-
somico tambien fueron observadas en este
trabajo, aunque con muy poca frecuencia,
bajas concentraciones (3,4 x 10”7 M) y con
poco tiempo de exposicion (24 horas) (Figu-
ra 6fy 6g). Otra aberracién cromosomica ob-
servada a concentraciones altas 4.9y 9,9 x
10 ° M y con un tiempo de exposicion pro-
longado (48 y 72 horas), fue la presencia de
micronticleos (Figura 6g), posiblemente pro-
ducto de la aneuploidia o a la desigual distri-
bucion del material geneético. Estos resulta-
dos corroboran lo anteriormente expresado
enrelacion con la extrema toxicidad del cad-
mio en el crecimiento, efecto mitotoxico, asi
como por su efecto genotoxico, al inducir di-
ferentes tipos de aberraciones, reversibles o
no, que pueden conducir a la muerte celu-
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lar. Resultados similares se han obtenido en
otros sistemas biologicos. Zhang y Yang
(11), reportaron varias anomalias similares
a las descritas en este trabajo. Liu y Jiang
(14), utilizando semillas de Allium cepa ex-
puestas a cloruro de cadmio, sé6lo observa-
ron el efecto c-mitético y la Stekinesis; en
nuestras condiciones experimentales la
sensibilidad de los meristemos al cadmio fue
mayor, ya que se observo una gran variedad
de aberraciones en todas las concentracio-
nes utilizadas y en todos los tiempos de ex-
posicion.

Los resultados de este trabajo permiten
concluir que el cadmio produce efectos mi-
totoxicos y genotoxicos en las células meris-
tematicas de Allium cepa L, los cuales se re-
flejan en un bloqueo del crecimiento e indice
mitotico, alteraciones morfologicas del nu-
cleo y la induccién de diferentes aberracio-
nes cromosomicas que demuestran la alta
toxicidad del metal.
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de cloruro de cadmio sobre la organizaciony morfologia

de los cromosomas en meristemos radu:ulares de Allium cepa L.
a. cromosoma en estekinesis g'-) 9 x 10°M . 48 h).

b. efecto C-mitético (4,9 x 107, 24 h).

¢ y d.puentes anafasicos ( 4,9 x 10'5 M. 48h).

e. cromosomas aislados (4 9 x 10° M. 48 h).
f.  aneuploidia (3,4 x 1[1 5 M. 24h).

g. poliploidia (3,4 x 107 M 24h).

h.  microntcleo (9,9 x 10~ M. 72h) (100 X).

Scientific Journal from the ['.xperimental
Faculty of Sciences, Volume 6 N” 2, May-August 1998






