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Resumen

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto citotóxico de cobre en 
Allium cepa L. (Amaryllidaceae) en condiciones de laboratorio. La metodología empleada fue de 
acuerdo al Test Allium, seleccionando 25 bulbos de A. cepa, las cuales fueron sometidas a 500, 600, 
700 y 800 µg/l de cobre. Se seleccionaron los ápices de las raíces secundarias, se procedió al corte 
respectivo y coloración con orceína acética HCl 1N, el montaje y sellado de las láminas se realizó con 
gelatina fenicada para su observación en microscopio a 40x y 100x para a determinación del efecto 
citotóxico del cobre, porcentaje de índice mitótico e índice de fases en las células meristemáticas. El 
efecto citotóxico de cobre en Allium cepa L. a diferentes concentraciones tuvo un mayor porcentaje 
en el tratamiento 4. El índice mitótico en las células meristemáticas fue de 30,95% en tratamiento 
1, 32.45% en tratamiento 2, 33.50% en tratamiento 3 y 33.80% en tratamiento 4. Los resultados 
mostraron que existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Palabras clave: Allium cepa, citotoxicidad, cobre, anomalías cromosómicas

Abstract

This research work aimed to evaluate cooper cytotoxic effect on Allium cepa L. (Amaryllidaceae) 
under laboratory conditions. The methodology used was according to the Allium Test, selecting 
25 A. cepa bulbs subjected to 500, 600, 700 and 800 µg/l of cooper. The secondary roots apices were 
selected and proceeding to respective cut and staining with acetic orcein HCl 1N. Slides assembly 
and sealing was carried out with carbolic gelatine for its observation under a microscope at 40x and 
100x to determine cooper cytotoxic effect, mitotic percentage index and phase index in meristematic 
cells. Copper cytotoxic effect on Allium cepa L. at different concentrations had a higher percentage 
in treatment 4. Mitotic index in meristematic cells was 30.95% at treatment 1, 32.45% at treatment 
2, 33.50% at treatment 3 and 33.80% at treatment 4. Results showed there are significant differences 
between treatments.
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Introducción

En la naturaleza, los metales pesados 
pueden estar presentes como componentes 
del suelo, a manera de sales minerales y de 
otros compuestos. Su degradación es difícil 
de realizarse en forma natural o biológica 
y por las diversas funciones metabólicas 
dentro de los mismos organismos (Abollino 
et al., 2002).

Los metales pesados como el cobre 
(Cu), zinc (Zn) y selenio (Se) son de gran 
importancia porque mantienen un adecuado 
metabolismo en los organismos vivos. No 
obstante, en altas concentraciones tienen la 
posibilidad de generar contaminación del 
agua potable, de la atmósfera alrededor 
de las fuentes generadoras de emisiones 

y en romper las cadenas tróficas (Kabata-
Pendias, 2000). Entre los metales pesados 
más importantes está el cobre, debido a que 
es un metal primordial en el crecimiento 
y desarrollo regular de las plantas. Su 
capacidad de retención o fitoabsorción en 
los tejidos vegetales es de 10 microgramos, 
tiene participación en varios procedimientos 
bioquímicos de la respiración, fotosíntesis 
como respuesta al estrés oxidativo; actúan 
en el metabolismo de síntesis de hormonas 
y formación de la pared celular, asimismo 
es cofactor de algunas enzimas como 
citocromo oxidasa, superóxido dismutasa, 
amino oxidasa, oxidasa, polifenol, entre 
otros; poseen un papel primordial en la 
señalización y transporte de proteínas 
(Yruela, 2005).
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El cobre es incorporado a través de las 
plantas como iones divalentes en suelos 
con presencia de oxígeno y como iones 
monovalentes en suelos con bajos niveles 
de oxígeno. La absorción se inicia en la 
epidermis de la raíz y su desplazamiento 
continúa hacia la endodermis por la vía 
apoplástica, finalmente la translocación 
del cobre por medio de la raíz hacia las 
hojas, en el xilema, el cual se transporta de 
forma pasiva por medio de la transpiración 
(León & Sepúlveda, 2012). En consecuencia, 
la toxicidad del cobre ocurre de manera 
natural en algunos suelos que contengan 
niveles altos, causado por la actividad 
del hombre. Es necesario resaltar que los 
metales entre ellos, el cobre estimulan en 
la formación de radicales hidroxilos que 
causan estrés en las plantas y a consecuencia 
de ello incrementan la respuesta hacia los 
antioxidantes (Yruela, 2005).

Es evidente la presencia de ciertos 
mecanismos de defensa contra el cobre 
en las plantas, por ejemplo, la relación 
existente entre las raíces con hongos 
micorrícicos. Se realizó un experimento 
al introducir a micorrizas arbusculares en 
dos plántulas de Populus sp “álamo” para 
interacción simbiótica, luego se sembraron 
en suelos contaminados con presencia de 
cobre y en suelos ausente del metal cobre; 
se evaluó los efectos en su crecimiento, 
determinando qué función cumplen los 
hongos micorrícicos en el alivio del estrés 
oxidativo. Se concluyó que ambas plantas 
poseían ciertas diferencias respecto a la 
contaminación por cobre y a la simbiosis con 
micorrizas, lo cual confirma que se podría 
usar plantas que presentan interacción 
interespecífica simbiótica, para futuros 
estudios de fitorremediación en suelos 
contaminados (Castiglione et al., 2007).

La fitoextracción es dependiente de 
ciertos componentes, primordialmente de 

la disponibilidad del metal en el ambiente 
para su absorción a través de la raíz y de 
la función en su transporte de sustancias 
a través del xilema y la biocumulación de 
los metales en los brotes. Su disponibilidad 
estaría controlada por microorganismos 
que catalizan la reacción de reducción y 
oxidación (redox), movilizan los metales 
presentes en el suelo para ser absorbidos 
por las raíces. Las plantas liberan ciertos 
compuestos orgánicos que sirven como 
nutrientes para los microorganismos, 
perjudicando indirectamente y a la 
movilidad de los cationes Cu+2 (Ducic & 
Polle, 2005).

Amarowicz et al. (2009) evaluaron la 
concentración y acumulación de sulfato 
de cobre, además la oxidación lipídica y el 
contenido total de componentes fenólicos 
encontrados en raíces de Lens culinars 
Medic. Las plantas fueron expuestas a una 
concentración de 0,5 mM de cobre durante 3 
y 5 días en total oscuridad. Con este estudio 
se demostró que en concentración alta 
de cobre produce una disminución en la 
producción de ambos cultivares de lenteja. 
Concluyendo así, que el cobre induce al 
daño oxidativo y que además en un grupo 
causó una disminución en la producción 
de compuestos fenólicos, sin embargo, 
aumento la peroxidación lipídica, lo que 
indica que el estrés oxidativo se generó 
por el incremento en la concentración de 
cobre que ha sido mayor a la capacidad 
antioxidante.

Ante esta problemática se realizaron 
diferentes estudios, en las cuales existió un 
cierto interés por el desarrollo de diversas 
pruebas biológicas que permitan identificar 
los efectos o daños citotóxicos y genotóxicos 
generados por los contaminantes en 
diferentes ecosistemas (Leme & Marín-
Morales, 2009). Según Fiskesjö (1985 y 
1997), los organismos biológicos poseen la 
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capacidad de manifestar cambios cuando 
están expuestos a lo largo de un cierto 
tiempo a algún contaminante por medio 
de respuestas singulares como (reacciones 
morfológicas, etológicas, fisiológicas y 
bioquímicas), o de grupo (cambios en la 
composición y perturbaciones en la cadena 
trófica, entre los principales), las especies 
bioindicadores como su nombre lo indica, se 
permitiría identificar la calidad de las aguas 
residuales y/o efluentes, indirectamente 
caracterizando cualitativamente la 
toxicidad de ciertos elementos químicos, 
los cuales se esperarían que se encuentren 
dentro de los límites máximos permisibles 
o por debajo de los mismos. Con el pasar 
del tiempo, los ensayos o test biológicos 
se están convirtiendo en herramientas 
muy necesarias para evaluar los efectos 
que causan las sustancias tóxicas en el 
ecosistema. 

En las últimas décadas, se realizaron 
diferentes ensayos usando diversas 
plantas como organismos indicadores, 
lo cual ha funcionado perfectamente 
como importantes herramientas en el 
monitoreo ambiental. En Cuba, cuentan 
con varios proyectos ejecutados utilizando 
plantas en la evaluación de toxicidad 
(Jerez et al., 2000). Las plantas superiores 
por ser organismos eucarióticos son 
muy utilizadas como bioindicadores y 
en consecuencia la posibilidad de tener 
estudios comparativos con otras especies 
de flora, por su susceptibles a cualquier 
cambio ambiental que otros tipos de 
ensayos evaluados (Dutka, 1989), siendo 
las plantas bioindicadores un factor y una 
herramienta de gran precisión, a diferencia 
de los parámetros físicos y químicos, en 
especial en los trabajos de investigación 
de manejo de recursos y riesgo ambiental 
(Fiskesjö, 1993; Gopalan, 1999). 

El uso en la industria de iones metálicos 

(Hg, Cu, Ni, Cd, Be, Al, Mn, Li), metales 
pesados (Cd2+y Zn2+), colorantes textiles, 
productos desinfectantes (NaClO, 
CIO2 y CH3-CO-COOH) pesticidas, 
gran cantidad de contaminantes; todos 
ellos se caracterizan por ser sustancias 
clastogénicas (Leme & Marín-Morales, 
2009), sería de gran relevancia el dirigir 
diversas investigaciones sobre evaluación, 
determinación de los efectos de los diversos 
contaminantes en los cuerpos de agua, 
los cuales finalmente van a ser parte del 
uso del recurso para el consumo humano, 
tanto para aguas, aguas superficiales, aguas 
subterráneas y efluentes domésticos. En 
ese sentido, La Real Academia Sueca de 
las Ciencias y el GENE – TOX PROGRAM, 
programa Internacional de Bioensayos 
Vegetales, ejecutan investigaciones al 
respecto en el uso de bioindicadores 
fundamentalmente en los estudios de 
bioensayos y ensayos relacionados a 
citotoxicidad y genotoxicidad de diferentes 
sustancias (Firbas, 2011).

Las pruebas que más se han usado en un 
breve lapso de tiempo para la evaluación 
de toxicidad ambiental se encuentra, el 
bioensayo con semillas de Lactuca sativa 
L. “lechuga” y de Solanum lycopersicum L. 
“tomate”, donde se evaluaron los efectos 
citotóxicos usando un solo compuesto 
o sustancia tóxica y proporciones de 
mezcla de tóxicos durante el proceso de 
germinación y desarrollo de las plántulas 
en los primeros días de crecimiento (Wang, 
1991). Estudios realizados en bioensayos 
permitieron hacer una evaluación sobre 
el riesgo toxigénico de una o varias 
sustancias. Levan (1938) demostró los 
efectos citogenéticos de colchicina en el 
ciclo celular de meristemos radiculares de 
Allium cepa, asimismo Larroudé et al. (2016) 
encontró que A. cepa “cebolla” es posible 
el uso como bioindicador en la evaluación 
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de calidad del agua. Cuando el bulbo se 
rehidrata se produce un incremento en el 
crecimiento celular permitiendo que se 
genere una elongación en sus raíces. Sin 
embargo, cuando el procedimiento de 
hidratación del bulbo se realiza en presencia 
de sustancias tóxicas, afecta la división de 
la mitosis celular a nivel de los meristemos 
radiculares produciendo inhibición, retardo 
o destrucción de células meristemáticas en 
mitosis. Estas alteraciones por lo regular 
dificultan el crecimiento adecuado de la 
raíz. Los efectos pueden hallarse de forma 
indirecta, a través de una comparación 
en el crecimiento de las raíces de los 
bulbos que estuvieron en contacto con 
el compuesto tóxico y con los que no 
estuvieron en contacto. El Test Allium es un 
ensayo modelo realizado en una especie, 
donde se evalúa el efecto producido por 
una sustancia o solución de interés en el 
desarrollo y crecimiento de las raicillas y en 
el material genético ADN (Díaz et al., 2004).

Según Leme & Marín (2009) las 
aberraciones cromosómicas son daños 
producidos a nivel celular, que se 
caracterizan por presentar modificaciones 
en la distribución y en la cantidad total 
de los cromosomas. Las aberraciones 
o alteraciones cromosómicas son 
probablemente inducidas por diversos 
factores, tales como la ruptura del ADN, 
bloqueo o afectación de la síntesis de ADN 
y la replicación del material genético, 
observando daño a este nivel del ADN. Las 
alteraciones presentes con más frecuencia 
son los puentes anafásicos múltiples y 
únicos, cuyos cromosomas muestran un 
estiramiento que en ciertos puntos los hace 
parecer tan delgados y pegajosos.

Se determinaron altos niveles de 
toxicidad en cobre en diferentes clases de 
suelos, como consecuencia de la actividad 
antropogénica. El cobre como metal 

pesado de transición cataliza la formación 
de radicales hidroxilos, y como resultado 
causan estrés oxidativo en las plantas 
(Yruela, 2005). Por otro lado, la relevancia 
del Test Allium radica por ser un ensayo 
modelo de un organismo vivo, mediante el 
cual se puede estimar los daños producidos 
por una sustancia tóxica, elemento o 
solución de interés en el desarrollo y 
crecimiento de las raíces y en el ADN 
(Díaz et al., 2004). Se ha sistematizado el 
Test Allium como un protocolo válido para 
determinar anomalías por la Organización 
Mundial de la Salud (OMS), el uso como 
bioindicador de toxicidad de ambientes 
contaminados, es muy significativa debido 
a que determina el daño citotóxico que 
se produce a nivel celular en los seres 
vivos. Es ese sentido, los resultados del 
presente trabajo, servirán en un futuro 
para la elaboración de medidas frente a la 
problemática que afecta al campo agrícola, 
A. cepa es una planta de gran importancia y 
de un gran valor nutricional, el cual podría 
ser alterado por contaminantes y afectar la 
salud humana. 

Esta investigación tuvo por objetivos 
evaluar la citotoxicidad de cobre en Allium 
cepa L. “cebolla” a concentraciones de 
500 µg/l, 600 µg/l, 700 µg/l y 800 µg/l y 
establecer el índice mitótico e índice de 
fases en los meristemos radiculares.

Material y métodos

Material biológico

Se utilizó Allium cepa L. “cebolla” para 
la ejecución de estudios de citotoxicidad 
(Grand, 1982; Becking et al., 1991; Fiskesjö, 
1993), especie registrada con código 60877 
en Herbarium Truxillense (HUT) de la 
Universidad Nacional de Trujillo. 

Se usó el acetato cúprico Cu (CH3COO)2 

como agente tóxico, la solución stock se 
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preparó y las diferentes concentraciones a 
ser evaluadas fueron: 500 µg/l, 600 µg/l, 
700 µg/l y 800 µg/l.

Bioensayo (Test Allium)

Consiste en exponer los bulbos de ce-
bolla frente a diferentes concentraciones de 
cobre, a fin de determinar la citotoxicidad 
en células meristemáticas a nivel de raíz 
de Allium cepa L. (Díaz et al., 2004; De La 
Peña-Álvarez et al., 2012).

Método

Se seleccionó 25 bulbos de Allium cepa 
L., considerando su uniformidad en tamaño 
y semejantes características morfológicas. 
Luego cada bulbo de cebolla fue colocado en 
un recipiente con un contenido de 100 ml de 
agua destilada, teniendo el cuidado que se 
produzca el contacto del líquido con el disco 
germinativo. El periodo de crecimiento fue 

de 3 días, cuya longitud de las raicillas se 
encontraron entre de 2 a 3 cm, en el día 4 se 
colocaron los bulbos de A. cepa en contacto 
con las soluciones previamente preparadas 
a las concentraciones 500 µg/l, 600 µg/l, 
700 µg/l y 800 µg/l. asegurándose que la 
zona radicular se encuentre en contacto 
con las soluciones durante 72 horas. Se 
procedió a coloración con orceína y HCL 
1N (Tjio & Levan, 1950). Cada muestra 
fue observada con microscopio compuesto 
(Euromex, Olympus CX21), objetivo 40x y 
los recuentos de células meristemáticas con 
objetivo 100x. 

Diseño experimental

En el diseño experimental se usó es-
tímulo creciente a diferentes concentra-
ciones de cobre para determinar el grado de 
toxicidad en Allim cepa L. (Cumpa-Yupton 
& Zavala-De La Cruz, 2013).

Control

0 µg/l

T1

500 µg/l

T2

600 µg/l

T3

700 µg/l

T4

800 µg/l
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Determinación del índice mitótico e 
índice de fases

El porcentaje del índice mitótico se 
calculó mediante la siguiente fórmula 
según (Tjio & Levan, 1950).

Donde:

IM: Índice mitótico.

NCM: Número de células que están en 
mitosis. 

NTC: Número total de células 
observadas.

El porcentaje del índice de fases se 
calculó mediante la siguiente fórmula 
según (Tjio & Levan, 1950).

Donde:

IF: Índice de fases.

A: Número de las células de la fase que 
se encuentre.

B: Número total de células en mitosis. 

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico de la data 
se usó el programa estadístico InfoStat 
(versión 2008), la prueba de ANAVA y 
prueba de Tukey (Wayne, 2005).

Resultados y discusión

Tabla 1: Número de células meristemáticas en división de Allium cepa L. en los diferentes 
tratamientos con Cu2+ en condiciones de laboratorio

Tratamientos
N° de 

células
Fases del ciclo celular

Interfase Profase Metafase Anafase Telofase
Control 2000 1398 431 71 65 35

T1 2000 1381 436 85 76 22
T2 2000 1351 452 92 86 19
T3 2000 1330 466 97 90 17
T4 2000 1324 468 99 91 18

Nota: Tratamientos con cobre, según las concentraciones y tiempo de exposición

Control: (0 µg/l) de cobre, 36 horas.

T1: (500 µg/l) de cobre, 36 horas.

T2: (600 µg/l) de cobre, 36 horas.

T3: (700 µg/l) de cobre, 36 horas.

T4: (800 µg/l) de cobre, 36 horas.
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Tabla 2: Índice mitótico e índice de fases de Allium cepa L. en los diferentes tratamientos 
con Cu2+ en condiciones de laboratorio

Tratamientos

Índice 
mitótico 

(%)

Índice de fases

Profase

(%)

Metafase

(%)

Anafase

(%)

Telofase

(%)

Control

T1

T2

T3

T4

30.10

30.95

32.45

33.50

33.80

71.6

70.4

69.6

69.6

69.2

11.8

13.7

14.2

14.5

14.6

10.8

12.3

13.3

13.4

13.5

5.8

3.6

2.9

2.5

2.7

Tabla 3: Análisis estadístico de ANAVA y de comparación múltiple de medias por medio 
de la prueba de Tukey (p<0.05) del índice profásico en células meristemáticas de Allium 
cepa L. “cebolla” sometidas a los tratamientos con Cu2+

Cuadro de Análisis de la varianza

F.V. SC gL CM F P - valor

Modelo. 18.24 4 4.56 0.15 0.9608

Concentraciones (µg/l) 18.24 4 4.56 0.15 0.9608

Error 607.6 20 30.38

Total 625.84 24

Test Tukey  Alfa=0.05  DMS=10.43133

Error: 30.3800   gL: 20

Concentraciones (µg/l) Medias n E.E.  

t4 69.2 5 2.46 A

t3 69.6 5 2.46 A             

t2 69.6 5 2.46 A             

t1 70.4 5 2.46 A             

Control 71.6 5 2.46 A             

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05)
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Tabla 4: Análisis estadístico de ANAVA y de comparación múltiple de medias por medio 
de la prueba de Tukey (p<0.05) del índice metafásico en células meristemáticas de Allium 
cepa L. “cebolla” sometidas a los tratamientos con Cu2+

Cuadro de Análisis de la varianza    

F.V. SC gL CM F P - valor

Modelo 26.46 4 6.62 0.83 0.5239

Concentraciones (µg/l) 26.46 4 6.62 0.83 0.5239

Error 160.1 20 8.01

Total 186.56 24    

Test: Tukey  Alfa=0.05  DMS=5.35459

Error: 8.0050    gL: 20
Concentraciones (µg/l) Medias n E.E.  
Control 11.8 5 1.27 A
t1 13.7 5 1.27 A             
t2 14.2 5 1.27 A
t3 14.5 5 1.27 A
t4 14.6 5 1.27 A
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05)

Tabla 5: Análisis estadístico de ANAVA y de comparación múltiple de medias por medio 
de la prueba de Tukey (p<0.05) del índice anafásico en células meristemáticas de Allium 
cepa L. “cebolla” sometidas a los tratamientos con Cu2+

Cuadro de Análisis de la varianza    

F.V. SC gL CM F P - valor

Modelo 26.26 4 6.57 2.14 0.1136

Concentraciones (µg/l) 26.26 4 6.57 2.14 0.1136

Error 61.4 20 3.07

Total 87.66 24    
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Test: Tukey  Alfa=0.05  DMS=3.31600

Error: 3.0700   gL: 20
Concentraciones (µg/l) Medias n E.E.  
Control 10.8 5 0.78 A
t1 12.3 5 0.78 A             
t2 13.3 5 0.78 A
t3 13.4 5 0.78 A
t4 13.5 5 0.78 A
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05)

Tabla 6: Análisis estadístico de ANAVA y de comparación múltiple de medias por medio 
de la prueba de Tukey (p<0.05) del índice telofásico en células meristemáticas de Allium 
cepa L. “cebolla” sometidas a los tratamientos con Cu2+

Cuadro de Análisis de la varianza    

F.V. SC gL CM F P - valor

Modelo 36.5 4 9.13 8.48 0.0004

Concentraciones (µg/l) 36.5 4 9.13 8.48 0.0004

Error 21.52 20 1.08

Total 58.02 24    

Test: Tukey  Alfa=0.05  DMS=1.96314

Error: 1.0760   gL: 20

Concentraciones (µg/l) Medias n E.E.  

t3 2.5 5 0.46 A

t4 2.7 5 0.46 A             

t2 2.9 5 0.46 A

t1 3.6 5 0.46 A

Control 5.8 5 0.46
              
B

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05)
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 Fig. 1. Porcentaje promedio del índice mitótico en Allium cepa L. en los diferentes 
tratamientos con Cu+2 en condiciones de laboratorio

Fig. 2. Fases del ciclo celular del control a 100x en Allium cepa L. “cebolla”
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Fig. 3. Fases del ciclo celular del T1 a 100x en Allium cepa L. “cebolla”

Fig. 4. Fases del ciclo celular del T2 a 100x en Allium cepa L. “cebolla”
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Fig. 5. Fases del ciclo celular del T3 a 100x en Allium cepa L. “cebolla”

Fig. 6. Fases del ciclo celular del T4 a 100x en Allium cepa L. “cebolla”
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Se determinó anormalidades celulares 
en las concentraciones de 500 µg/l, 600 µg/l, 
700 µg/l y 800 µg/l de Cu2+, a excepción 
del control. Las formas de anomalías 
encontradas fueron daños nucleares como 
rompimiento de cromosomas tanto en 
metafase como en anafase y telofase. En 
las concentraciones más altas (700 µg/l y 
800 µg/l) se encontró una mayor cantidad 
de anomalías, así como daños nucleares, 
puentes anafásicos y telofásicos, sin embargo 

en las primeras dos concentraciones no 
existió daños en gran medida a nivel de las 
células meristemáticas.

En las figuras 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se 
observaron daños en las diferentes 
concentraciones principalmente: metafase 
y anafase con puentes entre cromosomas, 
células alargadas tanto en profase como en 
telofase y rompimiento de los cromosomas 
en anafase y metafase.

Fig. 7. Puente anafásico en anafase expuestas a la concentración de 700 µg/l de Cu+2 en 
Allium cepa L. “cebolla” a 100 x
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Fig. 8. Alargamiento de cromosomas en telofase expuestas a la concentración de 800 µg/l 
de Cu+2 en Allium cepa L. “cebolla” a 100 x

Fig. 9. Rompimiento de cromosomas en metafase expuestas a la concentración de 700 µg/l 
de Cu+2 en Allium cepa L. “cebolla” a 100 x
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Fig. 10. Rompimiento de cromosomas en anafase expuestas a la concentración de 800 µg/l 
de Cu+2 en Allium cepa L. “cebolla” a 100 x

Fig. 11. Fragmentación de cromosomas en profase expuestas a la concentración de 800 µg/l 
de Cu+2 en Allium cepa L. “cebolla” a 100 x



Roca & Guerrero: Efecto citotóxico por cobre en Allium cepa (Amaryllidaceae)

74374328 (3): Setiembre - Diciembre, 2021

Los tejidos meristemáticos se encuentran 
presentes en los ápices radiculares de Allium 
cepa L. “cebolla” es importante para el 
análisis de los ciclos celulares, debido a que, 
se desarrollan en un equilibrio constante; 
de esta forma al realizar el recuento de 
las células en cada fase mitótica, éstas 
son proporcionales a la duración de las 
mismas, esto es, cuando están en contacto 
con sustancias tóxicas, alteran su desarrollo 
normal e inclusive tiene la posibilidad 
de ocasionar daños a nivel cromosómico, 
provocando que la división celular pueda 
impedirse, retrasarse o provocar muerte 
celular (Díaz et al., 2004).

Las etapas del ciclo celular están 
controlados por los denominados complejos 
ciclinas-kinasas que dependen de ciclinas 
(CDK); las cuales son las encargadas de 
regular la transcripción y síntesis protéica 
que establecen el inicio del periodo celular y 
el paso siguiente a la G2, donde se producen 

sucesos involucrados a la condensación 
de los cromosomas, formación de husos 
cromosómicos y la desintegración de la 
envoltura nuclear como acontecimientos 
anteriores a la mitosis, que garantiza 
una correcta distribución del material 
cromosómico en las células hijas, por medio 
de la fluidez de etapas (Talledo, 1995).

Se determinó que existe variación en 
los ciclos celulares, en este caso un ligero 
crecimiento en el número de células en 
mitosis de las concentraciones de 500 
µg/l, 600 µg/l, 700 µg/l y 800 µg/l de 
Cu2+ en opuesto al grupo control (Tabla 
2). Los diversos estudios en Allium cepa 
L. evidenciaron que diversas sustancias 
de origen química u orgánica tienen la 
posibilidad de provocar un incremento 
o disminución del proceso mitótico 
durante la división celular en las células 
meristemáticas de raicillas de A. cepa. La 
variación del índice mitótico podría ser 

Fig. 12. Alargamiento de cromosomas en profase expuestas a la concentración de 800 µg/l 
de Cu+2 en Allium cepa L. “cebolla” a 100 x
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gracias al bloqueo del agente tóxico en la 
mitosis, incrementando o disminuyendo 
las células en separación, dado que el 
índice mitótico es una estimación de un 
valor cuantitativo en las fases de la mitosis 
en las células meristemáticas a nivel de las 
raicillas de la especie en estudio (Berrocal 
et al., 2013).

El índice mitótico (IM) es una medición 
de citotoxicidad que se puede realizar en 
cualquier ser vivo. El grado de citotoxicidad 
se establece cuando disminuye el número 
de fases del ciclo celular. Cuando la 
disminución del IM está por debajo 
del 22% en comparación con el control, 
entonces podría tener un efecto letal en los 
organismos, entretanto, si la disminución 
está por debajo del 50% en tal caso se 
tendría efectos negativos a largo plazo, a 
esto se llama valor límite de citotoxicidad 
(Prajitha & Thoppil, 2016). 

Las alteraciones cromosómicas, 
se producen cuando existen cambios 
a nivel estructural y en el número de 
cromosomas, como el resultado de estar 
expuestos a agentes físicos o químicos 
(Ortiz et al., 2012; Hemanth et al., 2015). 
En el análisis llevado a cabo, las raicillas 
fueron sometidas a concentraciones de 
Cu2+ provocando diversas anomalías como 
puentes anafásicos y metafásicos y además 
se produjo la ruptura de los cromosomas a 
medida que se incrementó la concentración 
de cobre en estudio (Fig. 7, 8, 9, 10, 11 y 12).

El crecimiento significativo de los 
índices mitóticos en 30.10% (control: 0 
µg/l de cobre, 36 horas), 30.95% (T1: 500 
µg/lde cobre, 36 horas), 32.45% (T2: 600 
µg/l de cobre, 36 horas), 33.50% (T3: 700 
µg/l de cobre, 36 horas) y 33.80% (T4: 800 
µg/l de cobre, 36 horas) con respecto al 
control demostraría la acción citotóxica de 
acetato cúprico en el ciclo celular de Allium 

cepa L. “cebolla”, se debe a la presencia de 
cobre, cuyo incremento de la concentración 
de cobre generaría la activación de la 
proteína quinasa, dicha proteína puede 
tener una participación en la señalización 
y fosforilación de proteínas por metales 
pesados (Yruela, 2005). Estudios realizados 
confirman la participación tiene la proteína 
quinasa en la señalización y en el tipo de 
relación que presenta con la reacción de 
oxidación-reducción en hojas y raíces en 
Arabidopsis thaliana sometidas al estrés 
por cobre, donde se concluyó que la 
proteína quinasa tiene una función vital 
en la transmisión de señales a nivel celular 
(Cuypers et al., 2013). 

En la determinación del índice profásico 
no presentó diferencias significativas en la 
comparación de medias. El decrecimiento 
del índice profásico fue de 69,2 % (T4: 
800 µg/l de cobre, 36 horas) con respecto 
al control, presentó un mayor porcentaje 
de citotoxicidad en comparación de los 
tratamientos y el control. La disminución 
del índice profásico a nivel de los 
tratamientos con Cu2+ inactiva la formación 
de los complejos CdK1-Ciclinas Ay B; lo cual 
daría como resultado la condensación del 
material genético y de la formación de los 
husos mitóticos dañados, en consecuencia, 
las células no podrían pasar de la profase 
a metafase. (Arnell et al., 2002; Hirano & 
Losada, 2001).

El índice metafásico no presentó 
diferencias significativas con respecto a los 
tratamientos y al control, con el porcentaje 
en incremento a partir de 11.8% (control: 0 
µg/l de cobre) hasta 14.6% (T4: 800 µg/l de 
cobre), indicando un aumento en los daños 
a nivel celular en el proceso mitótico. 

En el índice anafásico existió diferencias 
no significativas entre los tratamientos, 
presentaron que el valor se incrementa 
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desde 10,8% (control: 0 µg/l de cobre) 
hasta 13,5% (T4: 800 µg/l de cobre), lo 
cual explica el desarrollo de células con 
anomalías en la etapa anafásica. Para el 
índice telofásico se encontró diferencias 
significativas entre los tratamientos (T1, T2, 
T3 y T4) a diferencia del control. Los valores 
fueron en incremento desde 2,5% (T3: 700 
µg/l de cobre) hasta 5.8% (control: 0 µg/l 
de cobre), indicando un aumento en el 
número de anomalías cromosómicas entre 
los tratamientos. 

Conclusiones

El efecto citotóxico de cobre en Allium 
cepa L. “cebolla” a diferentes concentra-
ciones, se presentó en mayor porcentaje 
promedio en el tratamiento 4.

El índice mitótico en las células meri-
stemáticas a nivel de las raicillas de Allium 
cepa L. “cebolla” a diferentes concentra-
ciones de cobre fueron de 30,95% en trata-
miento 1, 32,45% en tratamiento 2, 33,50% 
en tratamiento 3 y 33,80% en tratamiento 4.

Agradecimientos 

A la Universidad Nacional de Trujillo 
donde trabajo y me brinda las facilidades 
de realizar investigaciones en mi especial-
idad; asimismo, a la Universidad Privada 

Antenor Orrego por la oportunidad de 
poder publicar nuestros trabajos de inves-

tigación.

Contribución de los autores 

AARG & AMGP: Desarrollo integral de 
la investigación y del manuscrito.

Conflicto de intereses 

Los autores no tienen conflicto de inte-
reses.

Literatura citada

Abollino, O.; M. Aceto; R. Barberis; M. Malandrino; 
F. Mentaste & C. Sarzanini. 2002. Distribution 
and Mobility of Metals in Contaminated Sites. 
Chemometric Investigation of Pollutant Profiles. 
Environmental Pollution, 119(2):177-193.

Amarowicz, R.; K.M. Janas; A. Kosinska; MM. Posmyk 
& T.J. Zielinska. 2009. Induction of phenolic 
compounds in two dark-grown lentil cultivars with 
different tolerance to copper ions. Acta Physiol 
Plant, 31(3):587–595.

Arnell, J.; D. Baltimore; A. Berk; S. Lawrence; H. 
Lodish & P. Matsudaira. 2002. “Biología Celular 
y Molecular”; Cuarta Edición Editorial Medica 
Panamericana S.A.

Becking, G.C.; F.J. De Serres; H.H. Golapan; W.F. 
Grant; S.S. Shandu & J. Veleminsky. 1991. Status 
report of the international programme on Chemical 
Safety’s collaborative Study on plant Test Systems. 
Mutat. Res, 257(1):19-25. 

Berrocal, A.M.; R.H. Blas; J. Flores & M.A. Siles. 
2013. Evaluación del potencial mutagénico de 
biocidas (vertimec y pentacloro) sobre cebolla. 
Rev. Colomb. Biotecnol, 15(1):17-27.

Castiglione, S.; C. Franchin & V. Todeschini. 2007. 
Responses to copper of two registered poplar 
clones inoculated or not with arbuscular mycorrhizal 
fungi. Caryologia, 1(60):146-155.

Cumpa-Yupton, C. & F. Zavala-de la Cruz. 2013. 
Determinación del índice mitótico de meristemos 
radiculares de Allium cepa expuestas al extracto 
etanólico de hojas de Erythroxylum coca “coca” 
a diferentes concentraciones y tiempos de 
exposición. Sagasteguiana, 1(1):29-38.

Cuypers, A.; C. Forzani; H. Hirt; K. Opdenakker; T. 
Remans; K. Smeet & J. Vangronsveld. 2013. The 
role of the kinase OXI1 in cadmium and copper- 
induced molecular responses in Arabidopsis 
thaliana Plant, Cell and Environment, 36(1):1228–
1238.

De La Peña-Álvarez, V.; T. Nepomuceno-Serrano; 
P.A. Roché-Canseco; M.A. Rosas-Garay & V.R. 
Zarate-Ramírez. 2012. Mitosis: Allium Test 
Approach. MicrobeHunter, 2(1):26-30.

Díaz, B.; Y. Pica & M. Ronco. 2004. Ensayo de toxicidad 
aguda con Allium cepa L. mediante la evaluación 
de la inhibición del crecimiento promedio de raíces 
de cebolla, Ensayos toxicológicos y métodos de 
evaluación de calidad de aguas. Estandarización, 



Roca & Guerrero: Efecto citotóxico por cobre en Allium cepa (Amaryllidaceae)

746 28 (3): Setiembre - Diciembre, 2021

inter calibración, resultados y aplicaciones. México 
DF, México: IMTA, 47-52 pp.

Ducic, T. & A. Polle. 2005. Transport and detoxificacion 
of manganese and cooper in plants. Braz. J. Plant 
Physiol, 17(1):103-112.

Dutka, B.J. 1989. Methods for microbiological and 
toxicological analysis of waters, wastewaters 
and sediments. National Water Research Institute 
(NWRI), Canadá: Burlington, 30 pp.

Firbas, P. 2011. Use of genotoxy Allium anaphase-
telophase genotoxicity assay with common onion 
(Allium cepa L) grown in taken water simples. Test 
report for Flaska. N° 11784, 7 pp.

Fiskesjö, G. 1985. The Allium cepa as a standard in 
environmental monitoring. Hereditas, 102(1):99–
112.

Fiskesjö G. 1993. The Test Allium in wastewater 
monitoring.Environm Toxicol Water Qual, 8(3):291-
298.

Fiskesjö, G. 1997. Allium cepa for screening chemicals; 
evaluation of cytological parameters. En W. 
Wang, J. Gosurch y J. Hughes (Eds), Plants for 
environmental studies. CRC. Lewis Publisher, 307 
– 333 pp.

Gopalan, H.N. 1999. Ecosystem health and human well-
being: the mission of the international programme 
plant bioassays. Mutat Res, 426(2), 99-102.

Grant, W.F. 1982. Chromosome aberrations assays 
in Allium. Mutation Research/Reviews in genetic 
toxicology, 99(3):273-291.

Hemanth, N.K.; S. Jagannath & M. Taj. 2015. 
Clastogeni- city of sugar factory effluent using 
Allium assay. Res. Plant Biol, 5(6):01-08.

Hirano, T. & A. Losada. 2001. Shaping the metaphase 
chromosome: coordination of cohesion and 
condensation. Bioenssays, 23(1):924-935.

Jerez, E.; I. Reynaldo & J. Torres. 2000. Fitotoxicidad 
del Aluminio en plántulas de arroz de la variedad 
LP-7. Contribución a la Educación y la Protección 
Ambiental, Cátedra Medio Ambiente, 33(4-12):89-
93.

Kabata-Pendias, A. 2000. Trace elements in soils and 
plants. Boca Ratón, USA: CRC press, 273-315 pp.

Larroudé, V.; E.M. López Sardi; B. Noemí García; R. 
Picicelli; E. Ramírez Martínez & C. Y. Reynoso. 
2016. Uso de Allium cepa test como indicador de 
eficacia para el tratamiento de efluentes. Revista 

ciencia y tecnología de la Universidad de Palermo, 
(16):81-89. 

León, M.J. & J.G. Sepúlveda. 2012. El daño por 
oxidación causado por cobre y la respuesta 
antioxidante de las plantas. Interciencia, 
37(11):805-811.

Leme, D.M. & M.A. Marín-Morales. 2009. Allium cepa 
test in environmental monitoring: A review on this 
application. Mutation Research, 682(1):71–81.

Levan, A. 1938. The effect of colchicine on root mitoses 
in Allium. Hereditas, 24(1):471-486.

Ortiz, F.A.R.; R.D. Restrepo; M.C. Reyes & V.V. Ruiz. 
2012. Aberraciones cromosomales en bulbos 
de cebolla Allium cepa inducidas por moléculas 
híbridas 4-aminoquinolínicas. Universitas 
Scientiarum, 17(3):253-261. Doi: 10.11144/
javeriana.SC17-3.aceb

Prajitha, V. & J. Thoppil. 2016. Genotoxic and 
antigenotoxic potential of the aqueous leaf extracts 
of Amaranthus spinosus Linn. using Allium cepa 
assay. South Afr. J. Bot, 102(1):18-25. Doi: 
10.1016/j.sajb.2015.06.018.

Talledo, D. 1995. El ciclo celular en vegetales: su 
estudio, importancia y aplicaciones. Biotempo. 
Revista de investigacion, 2(1):10-17.    

Tjio, J.H. & A. Levan. 1950. The use of oxiquinolone 
in chromosome analisis. Analysis. Ann.Estac.Expti.
Aula Dei, 2(1):21–64.

Yruela, I. 2005. Copper in plants. Braz. J. Plant Physiol, 
17(1):145-156.

Wang, W. 1991. Literature review on higher plants for 
toxicity testing. Water Air Soil Poll, 59(3-4):381-
400.

Wayne, W. D. 2005. Bioestadística: Base para el 
análisis de las ciencias de la salud. Ciudad de 

México. México: LIMUSA WILEY, 667 pp.


