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Resumen

Allium cepa L. (Amaryllidaceae) constituye uno de los modelos biolégicos mas empleados y
de gran utilidad para la evaluaciéon del efecto citotéxico y genotéxico de diversas sustancias,
motivo por el cual se determiné a través del Allium-test el efecto de diferentes concentraciones
de nanoparticulas de cobre sobre el tejido meristematico radicular de A. cepa, obteniéndose los
indices mitéticos, de fases y de anomalias. Con la ayuda de la técnica de ablacion laser pulsada
en medio liquido se obtuvieron nanoparticulas, posteriormente se las caracterizé haciendo uso de
microscopio electrénico en la determinacion dimensional y de forma. La preparacion de las 1dminas
con poblacion celular meristemética radicular involucré la técnica de Tjio y Levan para su coloracion
y su lectura se realizé utilizando un microscopio 6ptico. Se emplearon tres concentraciones de
nanoparticulas de cobre (1,0ppm; 1,5ppm; 2,0ppm) ademés de un testigo (Oppm). El tratamiento con
la concentracién mas alta (T4: 2,0ppm) produjo la mayor reduccién de indice mitético, metafésico,
anafédsico y telofasico, tanto para una como para cuatro horas de recuperacién, alcanzando un
indice mitético de 4,9% y de 1,2% respectivamente, frente al tratamiento testigo con 13,0% y 13,4%
respectivamente. Se observé un efecto genotdéxico con la presencia de anomalias del material
hereditario como puentes anafasicos, células binucleadas y telofases amorfas. El indice de anomalias
con el T4 alcanz6 0,03% tanto para una y cuatro horas de recuperacién respectivamente. Se concluy6
que a mayor concentracién de nanoparticulas el indice mitético disminuye significativamente y el
indice de anomalias aumenta.

Palabras clave: Allium cepa L., citotoxicidad, genotoxicidad, nanoparticulas de cobre, ablacion laser.

Abstract

Allium cepa L. (Amaryllidaceae) is one of the most widely used and useful biological models
for the evaluation of the cytotoxic and genotoxic effects of various substances, which is why the
effect of different concentrations of copper nanoparticles on the meristematic root tissue of A. cepa
was determined through the Allium-test, obtaining mitotic, phase and anomaly indices. With the
help of the technique of pulsed laser ablation in liquid medium nanoparticles were obtained, later
they were characterized using electronic microscopy in the dimensional and shape determination.
The preparation of the plates with meristematic root cell population involved the technique of
Tjio and Levan for its coloration and its reading was done using an optical microscope. Three
concentrations of copper nanoparticles (1.0ppm, 1.5ppm, 2.0ppm) and one control (Oppm) were
used. The treatment with the highest concentration (T4: 2.0ppm) produced the greatest reduction
in mitotic, metaphasic, anaphasic and telophasic index, both for one and for four hours of recovery,
reaching a mitotic index of 4.9% and 1.2% respectively, compared to the control treatment with
13.0% and 13.4% respectively. A genotoxic effect was observed with the presence of anomalies of
the hereditary material such as anaphasic bridges, binucleated cells and amorphous telophases. The
rate of abnormalities with T4 reached 0.03% for both one and four hours of recovery respectively.
It was concluded that the higher the concentration of nanoparticles the mitotic index decreases
significantly and the rate of abnormalities increases.

Keywords: Allium cepa L., cytotoxicity, genetoxicity, copper nanoparticles, laser ablation.
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Introduccion

El  Allium-test uno de

los modelos biolégicos donde se puede

constituye

determinar con alta precisiéon el efecto
citotéxico y genotdxico de
sustancias. Hoy en dia se conocen los
parametros del desarrollo celular de Allium
cepa L. (Amaryllidaceae), constituyendo un
excelente modelo biolégico para detectar

diferentes

variaciones de sus indices (Rodriguez et al.,
2018). Al exponer a hidratacion un bulbo
de “cebolla” se estimula el crecimiento del
tejido meristematico radicular; pero cuando
se expone al bulbo en presencia de sustancias
organicas o inorgénicas toxicas la division
celular de los meristemos radiculares puede
inhibirse, ya sea retardando el proceso de
mitosis o destruyendo las células (Correa et
al., 2016).

Las alteraciones de la divisién celular
generalmente se asocian al bajo crecimiento
de la raiz, pero sobre todo a la alteracion del
desarrollo normal del tejido meristemético
radicular que se puede comprobar con el
diagnoéstico microscépico, para establecer
el indice mitético e indice de aberraciones
presentes  (Kumari et
al., 2009). A. cepa L. al presentar pocos
cromosomas (2n=16) facilita la evaluacién

cromosdmicas

de los posbiles dafios y/o alteraciones
cromosomicas en el ciclo de la divisiéon
celular (Correa et al., 2016; Rodriguez et al.,
2018).

Cuando las células del tejido
meristematico de A. cepa se encuentran
en equilibrio proliferativo, la duracion de
cada uno de los periodos del ciclo celular
permanece constante; de esta forma, el
numero de células que estdn en una fase
determinada es también
proporcional a la duracién en tiempo de
la misma; pero cuando se lleva a cabo en

presencia de sustancias de desconocido

constante 'y

efecto, la division celular de los meristemos
radiculares puede inhibirse o acelerarse
(Correa et al., 2016; Kumari et al., 2009).

La nanociencia se define como el estudio
de los fenémenos y la manipulaciéon de
materiales a escala nanométrica, abarcando
el disefio, caracterizacion y aplicacién
de estructuras, dispositivos y sistemas
complejos mediante el control de forma,
tamafioy propiedades de la materia a escala
nanométrica (Uribe & Rodriguez, 2007).
En esta escala, la materia exhibe algunas
propiedades que pueden ser diferentes
de las propiedades tanto de atomos y
moléculas como del material macroscépico.
La aparicion de estas propiedades se
relaciona con la gran energia superficial y el
mayor nimero de atomos superficiales, ya
que cuanto mds pequefia es una particula, la
fraccion de dtomos en la superficie aumenta
(Goémez, 2013; Guozhong, 2004).

Las nanoparticulas se caracterizan por
tener un tamafio muy pequeiio, en el orden
de 1 a 100 nm y poseen propiedades tinicas
en relaciéon con su naturaleza, tamafio,
distribucién, morfologia y tendencia a
la aglomeraciéon (Uskokovic, 2013). Son
utilizadas en diversos ambitos como la
industria, medicina, cosméticos, y otros
productos comerciales, siendo liberadas
potencialmente en diversas concentraciones
al medio ambiente lo que puede convertirse
en un problema ecotoxicolégico en un corto
tiempo (Weiss & Diabaté, 2011) teniendo
ademés un riesgo directo para la salud
humana (IRSLL, 2001).

Las nanoparticulas de diferentes
metales como las nanoparticulas de cobre
(NPsCu), exhiben excelentes propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a
su tamafio nanomeétrico. Las propiedades
antimicrobianas del cobre, en general, han

sido ampliamente demostradas frente a
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Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica,
difficile 'y  Mycobacterium
Por lado,
accién antiviral a bajas concentraciones,
contra virus influenza A y virus de
inmunodeficiencia humana; ademas, tiene
accion antifingica demostrada contra
Candida albicans (Quaranta et al., 2011). Esta
caracteristica ha permitido que puedan ser
utilizadas y aplicadas en diversas é&reas
como industrial, sanitaria y médica (Prado
et al., 2012; Ren et al., 2009).

Clostridium

tuberculosis. otro presenta

Todo ello sumado a su bajo costo hace
que las NPsCu despierten un gran interés
en multitud de campos, pero especialmente
en los sectores biomédico y alimentario.
Sin embargo, la absorcién, transporte y
toxicidad son parametros en los cuales no se
ha estudiado a profundidad (Krug & Wick,
2011), pero por sus caracteristicas fisicas y
quimicas podrian tener efectos t6xicos (Dietz
& Herth, 2011). Metales como el Au, Cd, Hg,
Ni y Zn, se unen a componentes celulares
incluyendo proteinas con posibilidad de
desnaturalizarlas, y otros metales como Cu
y Fe forman reactivos aumentando el estrés
oxidativo (Hall, 2002).

Corredor et al. (2009) en su investigacion

concluyen que las  nanoparticulas
magnéticas son capases de penetrar los
tejidos vivos y de migrar a diferentes
regiones de las plantas causando toxicidad.
Otras investigaciones como los de Asli &
Neumann (2009) en raiz de “maiz” (Zea
mayz L.) empleando nanoparticulas de
TiO determinaron que la conductividad
hidraulica es inhibida en un 10 por ciento.
Kumari ef al. (2009) analizaron el efecto de
nanoparticulas de plata en cebolla (Allium
cepa) encontrando una disminucién del
indice mitético cerca al 50%. Vannini et al.
(2010) concluyen que las nanoparticulas
reducen la germinacién de semillas de

cebada (Hordeum vulgare), y en lino (Linum
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asitatissmun) reduce en el crecimiento de los
brotes.

Es importante entonces determinar
el efecto de las diferentes nanoparticulas
biolégicos ya que su
reciente y creciente empleo nos hace
propensos al contacto con ellas, ya sea
por bioacumulacién en los vegetales que

consumimos o por contacto directo; por lo

en sistemas

que en la presente investigacion se busco
determinar el efecto citotoxico y genotéxico
de diferentes concentraciones de NPsCu
sobre poblaciones tejido
meristematico radicular de Allium cepa.

celulares de

Material y método

La obtencién de las nanoparticulas de
cobre se realiz6 mediante la técnica de
ablacion laser pulsada en medios liquidos
(Agreda & Aldama, 2016; Aldama et al.,
2018). Se irradi6 una placa de cobre de
alta pureza sumergida en agua bidestilada
durante 10 minutos, con disparos de laser
pulsado (Nd:YAG) a longitud de onda IR
de 1064 nm y 37,5 mJ/pulso a una razén
de repeticion de 10 Hz, obteniéndose
nanoparticulas esféricas
un tamafio promedio de 22 nm

de cobre con
a una
concentracion de 2,0 ng/L obtenida por
espectroscopia de absorcién atomica (Rivera
et al., 2016).

El sistema biol6gico consistio en 40
bulbos de A. cepa “cebolla”, en los cuales
se promovi6 el desarrollo de raices nuevas
por estimulacion en el disco germinativo
e hidratacion del bulbo, se utilizé6 agua
declorinada con renovacién por cada 24
horas, aireaciénenrelaciénaunahorapordia
y ausencia de iluminacién. Selecciondndose
mas tarde aquellos bulbos que contengan
mas de 20 raicillas con longitud promedio
de 2,5 cm. a fin de asegurar la cinética del
ciclo celular (Mifiano, 2016; Rodriguez et al.,
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2018).

Se desarroll6 un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones
para cada tratamiento (Oppm; 1,0ppm;
1,5ppm;
los tratamientos fue de una hora y la

2,0ppm). La aplicacion de
evaluacion del efecto citotoxico pasado una
hora de recuperacién y la evaluaciéon del
efecto genotodxico pasado cuatro horas de
recuperacion. Posteriormente, las raicillas
fueron cortadas y fijadas en solucién de
Carnoy’s. Luego se aplicé el método de Tjio
& Levan (1956) para la coloracion celular
y en microscopio o6ptico se procedio al
conteo celular determinandose el efecto
citotéxico en base al indice mitético y el
efecto genotdxico por el indice de anomalias
(Rodriguez et al., 2018). Con los datos
obtenidos se aplico el respectivo analisis de

varianza y comparacion de medias.

Resultados y discusion

Con la finalidad de determinar el efecto
de los tratamientos (0 ppm; 1,0 ppm; 1,5
ppm y 2,0 ppm.) sobre el ciclo celular en
meristemos radiculares de Allium cepa L.
se enfrenté a las raicillas de “cebolla” a
una hora de exposiciéon a las NPsCu y a un
tiempo de recuperaciéon de una y cuatro
horas, obteniéndose los indices mitdticos,
de fases y de anomalias (Tabla 1 y Tabla
2) localizando a microscopio células en
interfase y en division celular (Fig.l y
Fig.2). El andlisis de varianza mostr6
diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos y para cada una de las fases de
la mitosis.

Tabla 1. Indices mitéticos, indice de fases y anomalias del material hereditario en tejido

meristematico radicular de Allium cepa L. expuestos a diferentes concentraciones de

nanoparticulas de cobre con una hora de recuperacion.

Tﬁ&LA' indice indice indice indice indice (%) de las
TOS Mitético | Profasico | Metafasico | Anafasico | Telofasico | anomalias
13.0 +
T1 0.42 56.41+1.74 (13.12+1.32 | 1044 +£1.39 | 20.02+1.24 0£0
8.56 +
T2 031 64.96 +1.39 | 16.38 +1.66 | 835+0.75 | 11.66 +0.60 0+0
8.37
T3 0.69 67.72+1.15110.19+£191 | 8.73+1.36 | 13.37+£3.52 | 0.01 £0.05
4,90 +
T4 0.70 84.03+1.28 | 286+1.75 | 1.08+1.86 | 12.04 +1.42 | 0.03 +0.05

Leyenda: T1: Oppm NPsCu, T2: 1,0ppm NPsCu, T3: 1,5ppm NPsCu, T4: 2,0ppm NPsCu
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Tabla 2. Indices mitéticos, indice de fases y anomalias del material hereditario en tejido
meristeméatico radicular de Allium cepa L. expuestos a diferentes concentraciones de

nanoparticulas de cobre con cuatro horas de recuperacién.

Tﬁ%{\ﬁ' indice indice indice indice indice (%) de las
TOS Mitotico | Profasico | Metafasico | Anafasico | Telofasico | anomalias
T1  [134013 [51.09328 | 1717302 9312030 | 2240% 0+0
T2 |556+062|9653+1.92 | 226198 | 060+1.03 | 0.62£1.07 | 00
T3 | 4.09+044 |9748+257 | 1714296 | 0.00+0.00 | 0.81+1.41 | 0.030.06
T4 1202046 | 000 | 0.00£000 | 0.00£000 | 0.00£0.00 | 0.03:0.06

Leyenda: T1: Oppm NPsCu, T2: 1,0ppm NPsCu, T3: 1,5ppm NPsCu, T4: 2,0ppm NPsCu

C

i o+

I

Fig. 1. Fases normales del ciclo celular en tejido meristematico radicular de Allium cepa.
Observadas a un aumento de 40 x en el conteo de los tratamientos con nanoparticulas
de cobre. A: célula en interfase. B: célula en profase. C: célula en metafase. D: célula en
telofase.
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Fig. 2. Anomalias del ciclo celular en tejido meristematico radicular de Allium cepa L.
Observadas a un aumento de 40 x en el conteo de los tratamientos con nanoparticulas de

cobre. A: célula binucleada B: puente anafasico

En la Tabla 1 como en la Tabla 2 los
indices mitdticos del tejido meristematico
radicular de A. cepa expuesto a diferentes
concentraciones de NPsCu, con una y cuatro
horas de recuperaciéon respectivamente,
mostraron una disminucién significativa a
razén de un aumento en la concentracién
de NPsCu. El T4 (2.0ppm) alcanz6 un indice

mitéticoaunay cuatrohoras derecuperaciéon
de 4,9% y 1,2% respectivamente, frente al
testigo con 13,0% y 13,4%. Esta disminucién
significativa obedecerfa a que las NPsCu, a
dichas concentracionesy tiempos evaluados,
al entrar en el sistema biolégico inducen la
formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Khalid, 2015), las que acttian bajo el
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correspondiente, complejo ciclina B - CDK
1(FPM: Factor Promotor de la Mitosis), el
mismo que ser afectado evita el transito
normal de las células del periodo G2 hacia
la mitosis (Klug et al., 2013), observandose
menor nimero de células en division. Es
importante anotar que los indices a las
cuatro horas son mas reducidos que los de
una hora de recuperacién, lo que nos indica
que la recuperacion del indice mitético del
ciclo celular no se ha restablecido, sino que
el efecto va en aumento.

En referencia a los indices de fases
frente al testigo, a una y cuatro horas
de recuperaciéon (Tabla 1 y Tabla 2), se
observa el aumento significativo del indice
profasico y la consecuente disminucién
significativa de los indices metafésicos,
A mayor
concentracion de NPsCu las disminuciones

anafasicos 'y telofasicos.
se hacen mds notorias y significativas. Este
comportamiento obedeceria a quelas NPsCu
actuarian directamente sobre el ensamblaje
del huso mitético, especificamente sobre la
formacion de los centros de organizacién
de microttbulos (COMT) evitando el paso
de profase a metafase, teniendo asi mayor
nimero de células en profase y menor
ndmero en metafase. Asimismo, las NPsCu
estarfan interviniendo sobre el accionar
del complejo promotor de anafase (APC)
(Andrioli & Mudry, 2011; Kalcheva et al.,
2009; Rodriguez et al., 2018). Similares
tendencias a una hora de recuperacion se
obtuvieron al evaluar el efecto citotéxico
de otras sustancias sobre el mismo tejido
radicular (Otiniano, 2014).

Las anomalfas contabilizadas en
la evaluaciéon del tejido meristematico
radicular de A. cepa obedeceria a los
posibles efectos genotdxicos inducidos por
NPsCu, que por sus propiedades de formay
tamafio pueden se unirian a la molécula de

ADN desdoblando su molécula bicatenaria
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a su presentacion simple (Gallego et al.,
2017; Railsback et al., 2012), aumentando
la citotoxicidad e inestabilidad genémica
(Khalid, 2015) que se puede traducir con
la presencia de puentes anafésicos, células
binucleadas y telofases amorfas (Fig.2).

El efecto cleistogénico a nivel de las
DNA
resultado de la interaccion con las NPsCu

regiones teloméricas del como
provocaria la
anafasicos (Fajardo, 2011). La inhibicién por
parte de las NPsCu a la fusion de vesiculas
del Aparato de Golgi obstaculizaria la

formacién del fragmoplasto, y por ende

presencia de puentes

de la nueva pared celular, lo que daria por
resultado la presencia de células binucleadas
(Beltran & Gonzales, 1995; Prieto et al.,
2005), en tanto la presencia de telofases
amorfas se deberia al accionar nocivo de las
NPsCu en las diferentes estancias proteicas
(Rodriguez et al., 2018).

Conclusion

Las nanoparticulas de cobre, a las
concentraciones trabajadas, tienen efecto
citotéxico y genotoxico sobre el tejido
meristematico radicular de Allium cepa
L. “cebolla”. A mayor concentraciéon de
nanoparticulas el indice mitético disminuye
significativamente y el indice de anomalias
aumenta; asi mismo el namero de horas de
recuperacion evaluadas no restablecié los
valores de indices mitéticos ni de anomalias.
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