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RESUMEN 

En las últimas décadas, la contaminación ambiental se ha incrementado grandemente, así 
como los bioensayos in vitro e in vivo para determinar el daflo genotóxico al ADN. Entre 
estos se encuentra la prueba de A llium cepa la cual se ha considerado dentro de las baterías 
para el monitoreo ambiental, por su alta sensibilidad y especificidad y se le ha utilizado 
también para evaluar la genotoxicidad de las aguas residuales industriales y de mezclas 
complejas: La mayoría de estos estudios emplea tiempos de exposición relativamente cortos 
los cuales son importantes porque permiten determinar la genotoxicidad y/o el mecanismo de 
acción, sin embargo, los organismos se encuentran expuestos en la naturaleza por tiempo 
prolongado. En este trabajo se comparó el efecto de dos modalidades de exposición (24 y 72 
horas) a agentes genotóxicos, así como la persistencia de aberraciones cromosómicas. 

Se utilizaron dos modalidades de exposición: 24 y 72 h. Raíces de A. cepa se 
expusieron a DMN, MMS y a una muestra de agua potable de un pozo de la región de 
Zimapán, Hidalgo (como testigo negativo se utilizó agua destilada). Se elaboraron laminillas 
con los meristemos radiculares y se cuantificaron: índice mitótico, porcentaje de aberraciones 
cromosómicas y porcentaje de micronúcleos. El análisis estadístico se realizó por medio de las 
pruebas de "t" de Student,j i cuadrada (X2

) y las tablas de Kastenbaum-Bowman. 
MMS: En ambos tratamientos (24 y 72 h) se observó una notable reducción del 

índice mitótico con respecto al testigo negativo lo que indica un efecto citotóxico del 
compuesto. Para aberraciones cromosómicas se obtuvo un incremento significativo en los 
dos tratamientos. Con respecto a los micronúcleos también se observó incremento 
significativo en ambos tratamientos como resultado de actividad clastogénica. En ambos 
casos, el efecto a 72 h fue mayor. 

DMN: En el tratamiento de 24 h se observa un ligero incremento en el índice 
mitótico que es significativo con respecto al testigo negativo, este efecto no se presenta en 
el tratamiento de 72 h. En el tratamiento de 24 h las aberraciones cromosómicas se 
incrementan significativamente, gran parte de esta respuesta es debida al daño al huso 
mitótico y no a la integridad de los cromosomas, sin embargo, para micronúcleos, la 
respuesta fue significativa solamente en el tratamiento de 72 h. Es importante hacer notar 
que la DMN es un compuesto que necesita biotransformación metabólica para mostrar sus 
efectos.genotóxicos. 

Pozo "Tierra Colorada": Con la muestra de agua de este pozo no se 
encontraron diferencias significativas en el tratamiento de 24 h en el indice mitótico en 
comparación con el testigo negativo, mientras que en tratamiento de 72 h si se presentan 
diferencias significativas en este índice. Para ambos tratamientos las aberraciones 
cromosómicas no presentaron respuesta positiva. Mientras que para micronúcleos se 
presentó un incremento en el tratamiento de 24 h. perdiéndose esta respuesta a las 72 h. 

Los resultados mostraron que ambos tratamientos son recomendables para estudios 
de genotoxicidad. Sí se observaron diferencias en el tipo de daflo registrado. Es 
importante incrementar el conocimiento de la persistencia de alteraciones en la integridad 
cromosómica en exposiciones prolongadas. así como en organismos in vivo. 
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INTRODUCCIÓN 

Se conoce que los contaminantes ambientales pueden daftar la integridad genética de 

los seres vivos. Recientemente se han realizado grandes avances en el conocimiento de 

los procesos que conducen hacia una enfermedad maligna (Ba§ié-Zaninovié, 1991) 

entre los cuales se ha tratado de comprender el mecanismo de acción de las sustancias 

que promueven el desarrollo del cáncer, lo que ha incrementado el interés sobre la 

genotoxicidad de las mezclas ambientales complejas, tales como aguas naturales y 

residuales utilizadas para el consumo humano y la agricultura respectivamente, más aún 

debido a que éstas se han visto afectadas por la contaminación natural y antropogénica 

convirtiéndose en un riesgo a la salud (Hoffinann, 1982; Fiskesjó, l 985b; Donelly et al, 

1987). 

El nivel de calidad del agua se determina por varios parámetros: análisis fisico­

químico, saprobiológico y radiológico; además, recientemente se han incorporado 

diversos bioensayos para biomonitorear los efectos genotóxicos en los seres vivos 

expuestos a contaminantes ambientales presentes en el agua (Al-Sabti y Kurelec, 1985; 

Al-Sabti, 1989; Abdou et al, 1989). Se ha propuesto un gran número de pruebas de 

corto tiempo para identificar carcinógenos potenciales, utilizando diversos organismos 

de prueba, desde bacterias hasta marniferos. Estas pruebas se han diseñado tomando 

como base la capacidad que tienen muchos carcinógenos de causar daños al ADN o 

anomalías cromosómicas (Degrassi y Rizzoni, 1982; Al-sabti y Kurelec, 1985; Dixit y 

Nerle, 1985). El dafto al ADN se clasifica en dos amplias categorías: 1) efectos 

visiblemente detectables a través del análisis citogenético de los cromosomas 

(aberraciones cromosómicas) y 2) cambios no visibles, los cuales ocurren a nivel 

nucleotidico (aberraciones o mutaciones puntuales). 



Aplicación de las células meristen1áticas de A. cepa en la vaJoración de contaminación ~ 
~ 

Ha existido un interés creciente en el uso de sistemas vegetales para la 

identificación de agentes fisicos y químicos con potencial mutagénico (Ma y Harris, 

1985). 

El papel de los sistemas de prueba vegetales como bíomonitores de contaminantes 

ambientales 

La importancia de valorar la genotoxicidad y la actividad carcinogénica de las 

sustancias químicas presentes en el ambiente, ha conducido al desarrollo de numerosas 

pruebas in vivo e in vitro para detectar daño al ADN, aberraciones cromosómicas y 

transfonnación (Brusick y Auletta, 1985). En los sistemas de prueba vegetales es 

posible observar un amplio espectro de alteraciones genéticas que incluyen mutaciones 

puntuales y aberraciones cromosómicas, además, tienen gran diversidad de aplicaciones 

en el estudio del ambiente, como la detenninación del potencial mutagénico de 

desechos provenientes de industrias que los descargan en arroyos y ríos (Villalobos­

Pietrini et a/, 1994) ó de contaminantes atmosféricos (Schairer, L.A., 1978). Los 

vegetales no sólo son capaces de detectar la mutagenicidad de algún compuesto en 

particular, sino también de sus metabolitos, muchos de los cuales son similares a 

aquellos encontrados en los animales. Otra de las ventajas de las plantas superiores 

como sistema de prueba es que no están restringidas al laboratorio y son usadas también 

en el campo (de Serres, 1992). Más de 500 especies de vegetales se han empleado en 

mutagénesis, pero relativamente pocas se han usado para establecer si un compuesto en 

particular es clastogénico (capaz de romper cromosomas) o turbagénico (provoca 

alteraciones del huso mitótico) (Gómez-Arroyo y Villalobos- Pietrini, 1995). El Comité 

Gene-Tox (IPCS/WHO, 1985) ha validado diversos ensayos en vegetales (Cuadro 1), 

que han sido propuestos y utilizados para el estudio de los efectos genotóxicos de las 

2 



sustancias mutagénicas y/o carcinogénicas presentes en mezclas complejas (de Serrcs, 

1978). 

Existen alrededor de 10 sistemas de prueba en plantas que abarcan un amplio 

rango de detección de eventos genéticos terminales. Comprenden desde los rápidos y 

simples ensayos para determinar dailo en la estructura de los cromosomas, hasta las 

relativamente complejas pruebas para mutaciones de locus específico, que han 

demostrado ser sensibles y confiables como otros sistemas de corto tiempo (Grant et al, 

1981; IPCS/WHO, 1985). 

Las especies vegetales ideales para el estudio de mutagénesis deben poseer 

diversas características como: tener bajo número de cromosomas, de estructura bien 

definida, de gran tamaño y de fácil identificación de sus homólogos, entre otras 

(Cuadro 11). Estas especies ofrecen muchas ventajas para tamizar y vigilar el efecto 

de agentes químicos ambientales y determinar si estos causan cambios en el arreglo 

de los genes, conuibuyendo a un riesgo mutagénico (Ma y Harris, 1985). 

Desafortunadamente, la investigación en mutagénesis con sistemas vegetales ha 

sido poco considerada y a menudo excluida, particularmente cuando la investigación es 

dirigida para comprender más sobre la mutagénesis en el humano (Nilan, 1978). El 

ADN de las plantas y de los animales es similar en cuanto a estructura y función y los 

mecanismos de síntesis de proteínas aparentemente son los mismos (IPCS/WH O, 

1985). En las plantas, la división de los cromosomas mitóticos sigue un curso similar al 

de las células de mamíferos, aunque la meiosis y la gametogénesis tienen algunas 

diferencias; la división celular está acompañada por la formación de una lámina que 

separa las células hijas, mientras que en los mamiferos, las células se dividen por 

consuicción del citoplasma (IPCS/WHO, 1985). 

3 



Aplicación de las células meristemáticas de A. cepa en la valoración de contaminación ~ 
~ 

Durante el Programa Gene-Tox de la Agencia de Protección Ambiental de los 

Estados Unidos se evaluaron 350 compuestos para determinar su actividad mutagénica 

en plantas y animales, los resultados obtenidos en estos bioensayos mostraron una 

marcada similitud en las respuestas (Constantin y Owens, 1982) 

Cuadro l. Bioensayos aceptados en el programa Gene-Tox de la Agencia de 

Protección Ambiental de los Estados Unidos (Tomado de Grant, 1994). 

Sistema de prueba Referencia 

@ Allium cepa 

Ensayo de aberraciones cromosómicas Grant (1982) 

@ Arabidopsis thaliana 

Ensayo de mutaciones Rédei ( 1982) 

@ Hordeum vu/gare 

( 1) Ensayo de aberraciones cromosómicas Constantin y Nilan (1982 a) 

(2) Ensayo de mutantes deficientes en clorofila Constantin y Nilan (1982 b) 

@ Glycine max 

Mutaciones de manchas de clorofila Vig (1982) 

@ Tradescantia 

( 1 ) Ensayo para mutágenos gaseosos Van't Hofy Schairer (1982) 

(2) Pruebas citogenéticas Ma (1982 a) 

@ Vicia faba 

Pruebas citogenéticas Ma (1982 b) 

@ Zeamays 

Ensayo de mutación de locus específico Plewa ( 1982) 

4 



Angélica Patricia Campos Chávez ~:~ 
~ 

Cuadro 11. Ventajas de las plantas como bioensayos para el monitoreo 

ambiental (Tomado de IPCS/WHO, 1985). 

@ Son eucariontes y por consiguiente, sus cromosomas tienen una estructura similar a 

la del humano. 

@ Las plantas tienen fácil crecimiento y algunas presentan generaciones cortas. 

@ El tamafto de los cromosomas es adecuado para el análisis citológico. 

@ Las alteraciones pueden analizarse en células somáticas y germinales en un mismo 

orgarusmo. 

@ Poseen la capacidad de bioactivar promutágenos. 

@ Muestran una elevada sensibilidad (pocos falsos negativos) para predecir posibles 

carcinógenos. 

@ Son sistemas económicos, de fácil manejo y se obtienen resultados reproducibles 

en poco tiempo. 

@ Los ensayos se pueden realizar in situ. 

@ Los agentes químicos a ensayar se pueden emplear solos o en mezclas y en 

diferentes condiciones ambientales (pH, temperanrra, concentración). 

@ Numerosos estudios muestran que los cromosomas vegetales son indicadores 

sensibles de efectos citotóxicos, cítogenéticos y mutagénicos de contaminantes 

ambientales. 

@ Los resultados muestran estrecha correlación con otros sistemas de prueba 

(Fiskesjo, 1985 a). 
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Aberraciones cromosómicas en plantas 

En plantas superiores se han propuesto diferentes ensayos que utilizan cualquier estado 

ontogenético del desarrollo de la planta donde un número de eventos genéticos puede 

ser detectado en diversos tejidos como: raíces, hojas, polen y endospermo (Grant, 

1994). Kostoff en 1931 correlacionó la reducción de la fertilidad en semillas de 

tabaco con las anormalidades cromosómicas inducidas por el sulfato de nicotina 

(pesticida), el análisis microscópico reveló que las células meióticas con alteraciones 

cromosómicas son una causa de esterilidad parcial de las plantas. Los estados 

celulares de metafase y/o anafase son los más frecuentemente utilizados para el 

análisis de las aberraciones. Las metafases pueden usarse para el análisis de las 

aberraciones y de Jos sitios donde fueron inducidas aportando datos acerca del tipo 

de aberración que produce el agente químico (Kihlman, 1966; Kihlman y Andersson, 

1984), mientras que en anafase las aberraciones pueden registrarse con mayor 

facilidad que en las de metafase, proveen un medio rápido para estimar el daílo 

cromosómico y proporcionan datos sobre la formación de cromosomas con el 

centrómero inactivado, anafases multipolares y alteraciones del huso mitótico que no 

aporta la observación de las metafases (Nicoloff y Gecheff, 1976). Por otro lado, la 

evaluación de micronúcleos en células en interfase, es un método rápido para la 

detección de daílo cromosómico (Gómez-Arroyo et al, 1986). 

Con base en lo anterior, se considera que las pruebas de aberraciones 

cromosómicas en plantas son un excelente sistema de monitoreo ambiental para la 

detección de sustancias genotóxicas que representan un riesgo a la salud (Grant, 

1978). 

6 
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Actualmente existen pruebas que permiten estudiar los efectos tóxicos y las 

alteraciones a nivel del material genético en diversos organismos entre las cuales 

destaca la prueba de Allium cepa (Grant, 1982) (Fig. 1). que es uno de los 

materiales clásicos por su alta sensibilidad y especificidad. En países en desarrollo, 

son escasos los recursos económicos para el empleo de bioensayos de alto costo (de 

Nava y Maffey, 1986; Gopalan, 1986) pero existen sistemas de prueba que son 

relativamente simples y económicos como la prueba de Allium (Constantin y Owens, 

1982). 

Figura 2. Complemento cromosómico 
de A. cepa (2n = 16) 

Figura l. La cebolla común 
(Allium cepa) 
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Aplicación de las células meristemáricas de A. cepa en la valoración de contaminación ~~ 

Cariotipo 

El cariotipo de A. cepa fue descrito por Mensinkai en 1939 (citado en Grant, 1982). 

El complemento cromosómico consiste de ocho pares de cromosomas (2n= 16): cinco 

pares con·centrómero medio o ligeramente submedio (cromosomas 1, 2, 3, 5 y 8), dos 

pares con centrómero submedio (cromosomas 6 y 7) y un par de cromosomas 

acrocéntricos con satélites, Jos cuales se sitúan al final del brazo corto (cromosoma 4) 

(Fig. 2). 

A. cepa como bioensayo 

La prueba de A. cepa forma parte del programa Gene-Tox (IPCS/WHO, 1985). Esta 

prueba fue desarrollada por Levan en 1938 al exponer las ralees de los bulbos a la 

colchicina Emplea células del meristemo de la raiz y por su alta sensibilidad y 

especificidad se aplica para evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de agroquímicos, 

insecticidas, herbicidas, fertilizantes (Grover y Malhi, 1988; Rao et al, 1988; El­

Khodary et al, 1989, Kumar y Sinha, 1989), aguas residuales industriales y de 

mezclas complejas (Rank y Nielsen, 1994). Los resultados obtenidos en esta prueba 

han demostrado que esta planta es particulannente sensible y rápida para determinar el 

daño genotóxico de los contaminantes ambientales. Los efectos pueden ser 

cuantificados midiendo la inhibición del crecimiento de la raiz en desarrollo y las 

alteraciones en los cromosomas de las células del meristemo radicular (Fiskesjo, 1988). 

El sistema funciona con un amplio rango de pH (3.5-11.0) sin efectos notorios sobre el 

crecimiento del sistema de la raiz (FiskesjO, 1985 a). Otros miembros del género que 

han sido utilizados para Jos estudios de mutagenicidad son: A. carinatum L. (2n= 16), 

A. cepa var. proliferum Targioni-Tozzetti (2n=16), A. fistulosum L. (2n=16) y A. 

sativum (2n=J6) (Grant, 1982). 
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----"--~~~~~~~~~~~~-~ 

Meristemo 

Es un tejido embrionario formado por una población de células que se mantiene en 

continua proliferación (Fig. 3 a y b). Las células se disponen en hileras paralelas, donde 

el crecimiento es longitudinal y las divisiones celulares cursan con tabicación 

transversal, perpendicular al eje de crecimiento. 

(•) (b) 

Figura 3. (a) Sección longitudinal de la raíz de A. cepa mostrando la cápside 
(CAP), el meristemo (M) y la región de células hijas (FI); (b) células 
del meristemo de la raíz en proliferación. 

Una revisión detallada realizada por Shelby en 1980, reveló que los meristemos de 

la raíz son el material más empleado para ensayos de mutagéncsis, mientras que los 

meristemos de hoja y primordios del tallo son menos utilizados (Grant et al, 1981 ). El 

uso de los meristemos presenta diversas ventajas como: 

~ Las rutas metabólicas en este tejido son semejantes a las encontradas en otras células 

eucarióticas (Giménez-Martin, 1982). Las células de la raíz poseen enzimas, como 

las oxidasas, las cuales son utilizadas en la activación de muchos promutágenos. 

Este sistema de activación permite detectar aquellos químicos que ejercen su efecto 

tóxico via un metabolito reactivo (Fiskesjó, 1981 a). 
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@ Las células del mcristemo carecen de cloroplastos, por lo que su metabolismo no es 

fotodependiente (Giménez-Martín, 1982). 

@ Son permeables a sustancias exógenas, de forma que la penetración y eliminación 

de solutos es sencilla (Giménez-Martín, 1982). 

@ Las células del mcristemo de la raíz son las primeras que se exponen a los químicos 

presentes en el agua y suelo. 

@ La semilla o el bulbo proporcionan los nutrientes esenciales para el crecimiento de la 

raíz que comprende entre diez y doce ciclos de proliferación (Giménez-Martín, 

1982). 

Ventajas y desventajas de A. cepa 

Ventajas 

@ Los bulbos de Allium están disponibles todo el afio, son económicos y no requieren 

de equipo o condiciones de crecimiento costosos o elaborados. Los bulbos producen 

un gran número de raíces, alrededor de 15 meristemos por bulbo en un periodo de 3 

a 5 días a 21 ºC (Grant, 1982). 

@ El medio de cultivo es agua de la llave o filtrada y no se requieren condiciones de 

esterilidad (Fiskesjo, 1985 a). 

@ Los cromosomas son relativamente grandes, de 8 a 16 µm de longitud (V edt Brat, 

1965). Las aberraciones cromosómicas y los intercambios son detectados 

fácilmente. Por lo anterior la prueba es económica y de fácil manejo (Schvartzman y 

Cortes, 1977; Schvartzman et al, 1979). 

10 



Desventajas 

@ En algunas ocasiones los bulbos de cebollas comerciales pueden estar tratados 

con inhibidores de crecimiento, tales como hidracina málica, para prevenir la 

germinación durante su almacenamiento (Grant, 1982) .. 

Eventos genéticos que detecta la prueba de A. cepa 

Para valorar el efecto mutagénico en células del meristemo se utilizan vanos 

parámetros como: toxicidad, micronúcleos y aberraciones cromosómicas (Fiskesjo, 

1988) (Cuadro ID). 

Índice mitótico (IM): es el porcentaje de células que se encuentran en mitosis en una 

población determinada. La inhibición de la actividad mitótica es a menudo utilizada 

para identificar sustancias citotóxicas (Linnainmaa et al, 1978) (Fig. 4). 

Figura 4. Células meristemáticas de A. cepa 
en proliferación 
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Cuadro 111. Parámetros que se emplean en la determinación de la actividad genotóxica 
y citotóxica en A. cepa. 

Etapa del 
Parámetros análisis Eventos genéticos 

celular 
@ Fragmentos acéntricos y/o cromosomas con 

Micronúcleos 
Interfase centrómero inactivado 

Células @ Alteraciones de la citocinesis 
binucleadas 

@ Rompimiento cromatidico 

@ Rompimiento cromosómico 

Meta fase @ Figuras cromatidicas (tri, tetra radiales) 

@ Intercambio de cromátidas hermanas 

Aberraciones 
@ Alteraciones en el huso mitótico (C-mitosis) 

cromosómicas @ Puentes 

Anafase @ Fragmentos 

y @ Cromosomas con centrómero inactivado 

Telofase @ Alteraciones en el huso mitótico 

@ Poliploidía 

Interfase 

Toxicidad y Índice Número de células en mitosis X 100 
mitótico Total de células analizadas 

Mitosis 
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Aberraciones cromosómicas: 

Puentes y/o fragmentos: Son el resultado de rompimientos cromosómicos o 

cromatídicos (Fiskesjo, 1985 a) (Fig. S a y b ). 

(a) (b) 

Figura S. Puentes en células meristemáticas de A. cepa. (a) sencillo; (b) doble. 

e-mitosis: Son producto de una inactivación del huso mitótico seguida por una 

dispersión al azar de los cromosomas en la célula (Levan, 1938). 

Células binucleadas, multinucleadas y poliploides: Las células binucleadas surgen 

como consecuencia de la inhibición de la citocinesis celular. La ausencia de citocinesis 

en estas células puede dar origen a células multinucleadas. Las irregularidades 

mitóticas, tales como anafases incompletas o la distribución desigual de los 

cromosomas producen aneuploidías (Grant, 1978). 
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Fragmentación cromosómica: resulta de múltiples rompimientos de los 

cromosomas en los cuales hay una pérdida de su integridad. La fragmentación 

puede variar desde una desintegración parcial hasta una total (esta última se 

denomina pulverización cromosómica, Grant, 1978) (Fig. 6). 

Figura 6. Fragmentación cromosómica en células meristemáticas 

Rompimientos e intercambios cromosómicos: son las anormalidades más comunes 

entre las cuales se encuentran: rompimientos cromosómicos y cromatidicos, 

fragmentos acéntricos, intercambios subcromatídicos, cromatídicos, huecos ("gaps") 

cromatidicos (lesiones acromáticas}, regiones heterocromáticas e intercambios de 

cromátidas hermanas en metafase, puentes cromosómicos y cromatídicos y fragmentos 

en anafase (Grant, 1978)_ 

Los rompimientos cromosómicos, fragmentos, intercambios cromatidicos y los 

cromosomas dicéntricos son generalmente considerados como aberraciones inestables, 

mientras que las deleciones, inversiones, duplicaciones y translocaciones se consideran 

como aberraciones estables (Grant, 1978) (Fig. 7 a, by c). 
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(a) 

.: 

(e) 

(b) 

Figura 7 a, by c. Células meristemáticas 
con fragmentos acéotricos 

Micronúcleos: son el resultado de fragmentos acéntricos o cromosomas con 

centrómero inactivado los cuales fueron excluidos del núcleo durante la mitosis. Los 

micronúcleos son evidentes en las subsecuentes generaciones en las células interfásicas 

o profásicas. La presencia de estos revela efectos clastogénicos en el ADN (Ma et al., 

1995) (Fig. 8). 
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El ciclo celular mitótico 

Figura 8. Células meristemáticas 
con micronúcleos. 

El ciclo celular es esencial en la conducción y evaluación de muchos de los bioensayos 

en toxicología genética, principalmente en aquellos que miden la síntesis no programada 

del ADN (SDA), el intercambio de cromátidas hermanas (ICH's) y varias 

anormalidades cromosómicas tanto in vitro como in vivo. 

El ciclo celular mitótico es la secuencia de eventos a través de los cuales la célula 

duplica su genoma, crece y se divide en dos células hijas. La habilidad de una célula 

para duplicarse en dos células es una de las propiedades fundamentales que definen a la 

vida. Algunos cánceres son causados esencialmente por irregularidades del ciclo celular 

y muchos oncogenes y genes supresores de tumores son componentes intrinsecos del 

ciclo o pueden influir en su progresión. 

El ciclo celular está dividido en cuatro fases (Fig. 9). Después de la división 

celular, las células hijas experimentan un periodo de crecimiento (G1) en donde se 

sintetizan algunas proteínas celulares, ARN, membranas y otras macromoléculas. La 

fase G1 es seguida por un periodo de síntesis de ADN (S) y posteriormente por otro 

periodo de crecimiento (G2). Después de la G2 sigue la mitosis (M) (Fig.10) donde 
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ocurre la desintegración de la membrana nuclear, se forma el huso mitótico, se unen los 

cromosomas al huso y se separan las cromátidas hermanas, el ciclo celular se completa 

con la separación de las dos células hijas ( citocinesis ). 

:3> M • Mrtos:!:s: 
G, .. F.ase .anterior .; l.;i sínies:ls: S (12 hrs) 

M (4 hrsl S • Ffie de sintes:is 

G:J: F~e posterior a lo síntesis 

~ 
G1 (3.3 hrs) ~ 

Figura 9. Ciclo celular de A. cepa a 21 ºC (Matagne, 1968, citado en Grant, 1982) 

Fases de la mitosis en las células vegetales 

Aunque el proceso de la mitosis es, en general, semejante en todas las células 

eucarióticas, hay variaciones entre los distintos tipos celulares, principalmente entre las 

células animales y vegetales, por ejemplo, en las plantas superiores el huso carece de 

centriolos y ásteres en los polos y la separación de las células hijas es un fenómeno 

mucho más complejo. 
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Figura 10. Ciclo celular mitótico (Modificado de Alberts et al., 1994 y De Robertis y De 
Robertis, 1986). 

Profase. La aparición de los cromosomas como filamentos delgados indica el 

comienzo de la profase. Durante esta fase cada cromosoma está compuesto por dos 

cromátidas, resultantes de la duplicación del ADN durante la fase S. Conforme avanza 

la profase, las cromátidas se hacen más cortas y gruesas, mientras que las 

constricciones primarias que forman el centrómero y que contienen el cinetocoro se 

hacen claramente visibles. Los nucleolos reducen su tamaño y finalmente se fragmentan 

desintegrándose en el nucleoplasma Al final de la profase, cuando desaparece la 

envoltura nuclear, el material nucleolar es liberado en el citoplasma. El fenómeno 

citoplasmático más destacado es la formación del huso mitótico. Las mitosis en las que 

el huso posee centriolos y ásteres se denominan astrales o anfiastrales y se encuentran 

en la mayoría de los animales, algunos hongos y en las divisiones gaméticas de la 

mayoría de las plantas inferiores. En las plantas superiores, células somáticas de la 

mayoría de las inferiores y en algunos protozoos, sus mitosis carecen de centriolos y de 
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ásteres, por lo que se les denominan mitosis anastrales, no obstante las células son 

capaces de formar un huso mitótico. El huso anastral comienza a formarse en la 

periferia del núcleo en una zona de muy pocos micrómetros de espesor. Cuando la 

envoltura nuclear desaparece, el huso se desplaza hacia la posición que previamente 

ocupaba el núcleo, se extiende de uno a otro de los polos de la célula, estrechándose un 

poco en los extremos (no tan pronunciado como en el huso astral) lo que le da una 

forma de tonel (Fig. 11 ). 

Figura 11. Célula meristemática 
vegetal en profase. 

Metafase. Empieza cuando la envoltura nuclear desaparece completamente. El 

huso mitótico está bien conformado. Mediante los cinetocoros los cromosomas se unen 

a algunas de las fibras del huso y se mueven hacia el plano ecuatorial de la célula (Fig. 

12). 

Figura 12. Célula meristemática 
vegetal en metafase. 
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Anafase. Comienza cuando las dos mitades (cromátidas) de cada cromosoma se 

separan hacia polos opuestos de la célula, cada cromátida posee un centrómero que está 

unido a un polo mediante los microtúbulos del huso mitótico (Fig. 13). 

Figura 13. Célula meristemática 
vegetal en anafase. 

Telofase. Durante la telofase la migración de los cromosomas hacia los dos polos 

es completada, los cromosomas se descondensan y se asumen las características de la 

interfase; el huso mitótico desaparece, la envoltura nuclear se forma alrededor de cada 

grupo de cromosomas y el núcleo y el nucleolo se hacen evidentes. En este punto, la 

división celular se completa y la célula tiene dos núcleos. Usualmente la citocinesis 

ocurre al fmal de la telofase y se originan dos células, cada una con un núcleo (Fig. 14). 

En las células vegetales, la citocinesis comienza con la formación de un fragrnoplasto, 

que comprende a los microtúbulos interzonales y a ciertas vesículas derivadas del 

Golgi. Esta estructura se transforma posteriormente en la placa celular, que separa los 

territorios de las células hijas. Dentro de la placa celular, se forma la pared celular 

primaria, por medio de un mecanismo de secreción que consiste fundamentalmente en 

la producción de pectina, contenida en las vesículas de Golgi (De Robertis y De 

Robertis, 1986). 
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Figura 14. Célula meristemática 
vegetal en telofase. 

La prueba de Allium en el análisis de aguas 

En 1985 la prueba de Allium fue propuesta como un método estándar en el monitoreo 

ambiental y en el análisis de la citotoxicidad de aguas residuales y de los rios (Fiskesjo, 

1985 a, b ), posteriormente se modificó con la finalidad de volverla más fácil y sensible 

para el análisis de mezclas complejas (Rank y Nielsen, 1993). 

Problemática ambiental de metales pesados en el agua potable subterránea de 

Zimapán, Hidalgo. 

Esta región se encuentra localizada en la parte central de la República Mexicana, en la 

Sierra Madre Oriental, específicamente al oeste del estado de Hidalgo, a 207 kilómetros 

de la Ciudad de México (Fig. 15 a y b ). Es una zona semi-árida con una precipitación 

media anual de 409 mm3
. La mayoria de las lluvias ocurren en fuertes tormentas 

durante el verano (INEGI, 1994). Desde el siglo XVII, la mineria es la principal 

actividad económica de la población, donde se procesan minerales que contienen plata, 

zinc y plomo, principalmente por flotación selectiva (Annienta et al, 1997 b). 
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Figura 15 a y b. Localización del Valle de Zimapán, 
Hidalgo en la República Mexicana. 
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Uno de los problemas que presenta esta región es la ausencia de cuerpos de agua 

superficiales; debido a esto, las únicas fuentes de obtención de agua potable para los 

habitantes son los acuíferos por medio de pozos excavados superficialmente (menos de 

30 m) y de la perforación de pozos profundos. La profundidad de estos últimos oscila 

entre 130 m como mínimo y 180 m como máximo (Ramos, 1996) (Fig. 16). 

La contaminación por arsénico de las aguas subterráneas fue detectada en el Valle 

de Zimapán en 1992, como resultado de un estudio realizado por la Comisión Nacional 

del Agua (CNA, 1992) en donde se analizaron muestras de agua con la finalidad de 

detectar a la bacteria del cólera, resultando negativo para este estudio. Además el 

análisis quimico determinó la presencia de metales pesados, entre los cuales destaca el 

arsénico como principal contaminante de algunos pozos y norias en niveles que rebasan 

notoriamente las normas de calidad del agua para consumo humano (0.05 mg/L) 

(Arrnienta y Rodríguez, 1993, 1995). En 1993, se reportaron altas concentraciones de 

arsénico de hasta 1.09 mg/L en el agua extraída de uno de los pozos más productivos 

(El Muhi), el cual actualmente se encuentra clausurado (Fig. 16) 

Para la región de Zimapán se conocen dos fuentes de contaminación por arsénico: 

La fuente natural que se debe a la oxidación de minerales con alto contenido en 

arsénico que contaminan las aguas más profundas y dan lugar a mayores 

concentraciones. 

La fuente antropogénica que contamina los pozos superficiales; esta fuente 

corresponde al lixiviado de los residuos mineros, jales (aproximadamente a 0.437 

mg/L) y a la penetración de los gases de altos hornos, con cierto contenido de arsénico, 

que se depositaron en el suelo desde los años 40's (superior a 0.10 mg/L, -Arrnienta, et 

al 1997 b). Jason Gurdak en 1997 reportó que las aguas contaminadas 

antropogénicamente tienen altas concentraciones de K+, Na y Cu, mientras que las 
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aguas contaminadas de manera natural usualmente presentan altas concentraciones de 

Si y Fe. 

Desde 1996 el agua potable es distribuida a la población por medio del bombeo de 

los pozos cercanos a la población, a una cisterna principal, para posteriormente ser 

tratada para el consumo humano (Annienta et al, 1997 a). 

En un estudio realizado por Armienta ( 1996 y 1997 a), se encontró que la 

población de la región de Zimapán está expuesta a distintas concentraciones de 

arsénico en el agua potable que van desde 0.014 mg/L hasta 1.09 mg/L. 

El análisis fisico-quimico que realizó el Instituto de Ciencias del Mar y 

Limnologia (ICMyL) de la UNAM, durante un proyecto en colaboración con el 

Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias, determinó que en las muestras de 

agua de algunos pozos existe la presencia de metales pesados, cuyos niveles se 

encuentran ligeramente arriba de la norma establecida; un ejemplo de ello es el caso del 

Pozo "Tierra Colorada" el cual tiene solo 15 metros de profundidad (Fig. 16), en donde 

se detectó una significativa concentración de cadmio (Cuadro IV). 

Cuadro IV. Niveles permisibles de metales pesados (mg/L) en agua potable (Gaceta 
Ecológica, Meybeck et al, 1990) y concentraciones de metales pesados 

en el Pozo "Tierra Colorada". 

As Cd Cr Cu Ni Pb Zn 

Niveles 
0.050 0.005 0.050 1.00 0.100 0.5 5.00 

permisibles 

Pozo 
"Tierra 0.009 0.021 • 0.007 0.013 0.079 0.14 0.017 

Colorada" 

• Nivel de metal pesado por arriba del nivel permisible. 
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La identificación y evaluación de fuentes múltiples de contaminación de acuíferos 

son necesarias para establecer programas de remediación confiables, especialmente en 

regiones áridas, donde el agua subterránea es la principal o incluso la única fuente de 

agua potable (Armienta 1997 b). 

JUSTIFICACIÓN 

En las últimas décadas, la contaminación ambiental se ha incrementado grandemente 

(Alloway y A yres, 1993), así como los bioensayos in vitro e in vivo para determinar el 

dailo genotóxico al ADN, entre los cuales se encuentra la prueba de A. cepa la cual se 

ha considerado dentro de las baterías para el monitoreo ambiental, por su alta 

sensibilidad y especificidad. Ésta se aplica para evaluar la genotoxicidad de las aguas 

residuales industriales y de mezclas complejas (Rank y Nielsen 1994). La mayoría de 

estos estudios emplea tiempos de eiqiosición relativamente cortos, los cuales son 

importantes porque permiten determinar la genotoxicidad y/o el mecanismo de acción, 

sin embargo no hay que olvidar que los organismos se encuentran expuestos en la 

naturaleza a tiempos de exposición prolongados. En el presente trabajo se propone 

determinar el daño genotóxico inducido, así como el tipo de aberraciones 

cromosómicas que persisten al utilizar dos tiempos de exposición (24 y 72 horas). 

OBJETIVOS 

l. Realizar la calibración interna de la prueba de A. cepa utilizando dos mutágenos 

de referencia y el agua potable de un pow de la región de Zímapán, Hidalgo, 

empleando las células del meristemo de la raiz por medio del análisis de 

micronúcleos y aberraciones cromosómicas en células en anafase y /o telofase. 
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2. Comparar dos tiempos de exposición en células meristemáticas de la raíz de A. 

cepa para la determinación del daño genotóxico. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Compuestos químicos: 

Metil metano sulfonato (MMS) es tm metil éster del ácido metanosulfónico, se utiliza 

como catalizador en reacciones de polimerización, alquilación y esterificación y como 

disolvente; es tm agente mutagénico de acción directa, formado por C (21.81%), H 

(5.49%), O (43.58%) y S (29.11%), (lndex Merck, 1989; Reynolds, 1989) (Cuadro 

V). 

La N-nitroso dimetilamina (DMN) es tm líquido amarillo de baja viscosidad, 

miscible en agua, soluble en la mayoría de los disolventes orgánicos y en lípidos, muy 

volátil, su fórmula química es (CH3) 2NNO; está formada por C (32.42%), H (8.16%), 

N (37.82%) y O (21.6%) (lndex Merck, 1989) (Cuadro V). Es usada como disolvente 

en la industria del plástico y la fibra, como antioxidante, como aditivo para lubricantes 

y en condensadores para incrementar la constante dieléctrica, también se utiliza como 

nematicida Se ha encontrado en pequeí!as cantidades en muestras de humo 

condensado de tabaco, en carnes curadas como el tocino, el pescado salado y ahumado. 

Así mismo se usa como disolvente y en la síntesis del combustible l-1 dimetilhidrazina 

(lndex Merck, 1989). Es tm agente alquilante, potente carcinógeno (EMS, 1976) 

induce tumores en diferentes sitios según la ruta de administración, por ejemplo dosis 

de 25 y 50 ppm de DMN en la dieta de conejos ocasionan carcinomas hepatocelulares 

(Vogel y Natarajan, 1979 a y b); en ratas sometidas a inhalación repetida de la DMN se 
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inducen tumores en las cavidades nasales y en el riñón; cuando se administra por vía 

oral a diferentes líneas de ratones provoca sarcomas, carcinomas y adenomas en 

pulmón; en Drosophi/a induce mutaciones letales recesivas ligadas al sexo y pérdida 

cromosómica (V ogel y Natarajan, 1979 a y b ). El descubrimiento de la actividad 

carcinogénica de la DMN ha permitido establecer que los compuestos N-nitroso y los 

agentes alquilantes constituyen una clase importante de compuestos carcinogénicos. La 

exposición a agentes alquilantes es exógena debido al estilo de vida u ocupación y 

endógena por la formación de compuestos N-nitroso dentro del organismo (Laval el al, 

1990). 

Cuadro V. Fuente y caracteristicas químicas del Metil metano sulfonato (MMS) 

y la N-nitrosodimetilamina (DMN) 

Compuesto MMS DMN 

Proveedor /CAS Aldrich/12, 1992-5 Sigma /62-75-9 

Fónnula química 
C2 J-l,;03S (CH3)¡NNO 

condensada 

Peso molecular 110.Bg 74.08 g 

Densidad 1.2943 g /mi 1.0048 g/ml 

Solubilidad 
Soluble en agua y poco soluble en 

Soluble en agua 
disolventes no nolares 

Concentración IOµg/ml lOmM 

Efecto genético Acción directa Acción indirecta 

(fomado de Iodex Merck, 1989) 

28 



~A_n~ge~·¡~¡~~Pa_m_·c_ia_C_am-'-po_s_C_h_áv_e_z~~~~~~~~~~~~~~~~ 

Colecta de la muestra de agua 

Para este estudio, se escogió el Pozo "Tierra Colorada" de la región de Zimapán, 

Hidalgo, este pozo cuenta con 15 metros de profundidad. (INEGI,1990, 1994). Se 

colectaron dos muestras de agua en botellas de polipropileno, a una de estas se le 

agrego 1 mi de ácido nítrico al 1 % para ftjarla, esta muestra fue usada para las 

detenninaciones químicas, la otra muestra (sin fijador) se utilizó para el desarrollo de la 

prueba biológica. Se verificó al tomar las muestras que estas estuvieran libres de cloro 

por medio de un kit comercial (Chlorine Test, Proveedor Biológico, Mex.), esto con la 

finalidad de que el cloro no interfiriera en el sistema de prueba. Las muestras se 

mantuvieron refrigeradas hasta su análisis, el cual se realizó en los siguientes 1 O días 

después de su recolección. 

Análisis químico de las muestras de agua 

La muestra de agua fijada con ácido nítrico fue usada para determinar niveles 

ambientales de los metales pesados más frecuentes relacionados con la minería: As, Ni, 

Zn, Pb y Cr. Las concentraciones de los metales pesados fueron determinadas usando 

espectrofotometria de absorción atómica de flama 

Material biológico 

Bulbos de cebolla de la variedad A. cepa L (2n = 16) de tamaño uniforme con peso 

entre 20 y 30 g, adquiridas comercialmente. 

Crecimiento de las raíces 

A cada bulbo de A. cepa se le cortaron las raíces utilizando una navaja, dejando 

expuestos los primordios radiculares (durante este procedimiento se recomienda colocar 

29 



Aplicación de las células meristemáticas de A. cepa en la valoración de contaminación -~ 

las cebollas en agua para evitar que los primordios se sequen). Para el crecimiento de 

las raíces los bulbos se colocaron en tubos homeopáticos (2 cm de diámetro y 10 cm de 

longitud) que contenian agua destilada y se conservaron durante 3 días en un lugar 

oscuro a temperatura constante de 21 ºC (las raíces alcanzan una longitud de 2-3 cm) 

(Fig. 17 a) 

Tratamiento 

Al tercer dia se seleccionaron los bulbos con crecimiento radicular, los cuales se 

expusieron a uno de tres tratamientos: DMN, MMS y agua del pozo antes mencionado. 

Se utilizaron dos modalidades de exposición: una de veinticuatro horas y la otra de 

setenta y dos horas; los bulbos se colocaron en vasos de precipitado de 1 O mi de 

capacidad que contenían las sustancias a probar, las soluciones se renovaron cada 24 h. 

Para cada tratamiento se utilizaron cinco bulbos por compuesto y como testigo negativo 

se utilizó agua destilada (Fig. 17 b ). 

(a) Crecimiento de 
las raíces (3 días) 

(b) Tratamiento 
24 y 72 horas 

(c) Fijación 
(d) Hidrólisis 

y tinción 

(e) Obtención del 
meristemo 

Figura 17. Metodología de la prueba de AUium 
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Fijación 

Después del tratamiento se removieron las raíces de cada bulbo, las cuales se colocaron 

en tubos homeopáticos con fijador Camoy (tres partes de metano! por una parte de 

ácido acético) durante 2 h, enseguida se transfirieron a alcohol metílico al 70% y se 

guardaron a 4º C, hasta la elaboración de las laminillas (Fig. 17 e). 

Hidrólisis y tinción 

Las raíces se expusieron a una solución de hidrólisis (ácido acético al 45% y ácido 

clorlúdrico l N, en una proporción de 9: 1) a 50 ºC durante 5 minutos, posteriormente se 

transfirieron a acetorceína al 2%, durante 30 minutos (Fig. 17 d) 

Obtención de los meristemos 

Transcurrido el tiempo de tinción, cada raíz se colocó en un portaobjetos y con la ayuda 

de unas pinzas de relojero se retiró cuidadosamente la cápside y se cortaron 

aproximadamente los primeros dos milímetros del extremo de la raíz (que corresponde 

a la región meristemática) (Fig. 17 e), posteriormente se colocó el cubreobjetos y se 

realizó el extendido de las células ("squash") con la finalidad de obtener una sola capa 

para facilitar la revisión al microscopio. Las preparaciones se sellaron con barniz de 

uñas transparente y se almacenaron a 4 º C. 

Análisis al microscopio 

Se utilizaron 5 cebollas por compuesto, de cada bulbo se realizaron 5 preparaciones. El 

análisis se realizó a 100 X, cuantificando el número de células en mitosis, así como 

micronúcleos y aberraciones cromosómicas en células en anafase y telofase 

(Cuadro VI). Se realizaron dos repeticiones por cada experimento. 
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Cuadro VI. Número de células analizadas y parámetros considerados en la prueba 
de Allium cepa. 

Etapa del Número de células 
Parámetros análisis Registro 

analizadas 
celular 

Por 
Total* 

preparación 

Índice 
Todas las 

Profase, metafase, anafase, 
etapas del 500 12500 

mitótico telofase e interfase 
ciclo celular 

Ana fase 
Fragmentos, puentes, 

Aberraciones cromosomas con centrómero 
y 100 2500 

cromosómicas inactivado, C-mitosis y 
telofase 

células binucleadas. 

Micronúcleos Interfase Células en interfase 500 12500 

*25 preparaciones por compuesto 

Análisis estadístico 

El procesamiento de los datos y el análisis estadístico se realizó por medio de las 

pruebas de "!" de Student, ji cuadrada (X') y las tablas de Kastenbaum-Bowman. 
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RESULTADOS 

Metil-Metanosulfonato (MMS) 

En los tratamientos de 24 h de exposición al MMS se observó que el índice mitótico 

disminuye notoriamente (7.2) en comparación con el testigo negativo (18.54) 

(Tabla 11). Las aberraciones en las células meristemáticas en anafase y telofase 

encontradas a las 24 h del tratamiento fueron significativas (I0.32 %) con respecto 

al testigo negativo (O. 72 %), se encontró que los puentes y fragmentos son los más 

frecuentes (6.23 y 3.51 respectivamente) siendo significativos en comparación con 

el testigo (0.36 y 0.12 respectivamente) mientras que las demás aberraciones por si 

solas no son significativas (Tabla 11, Gráfica le). Por otro lado, para micronúcleos 

resultó ser significativo (0.53 %) contra su testigo (0.09%) (Tabla 11). 

En células meristemáticas expuestas durante 72 h a MMS (Tabla IV), se 

encontró que se reduce notoriamente el índice mitótico (4.9) con respecto al testigo 

(20). Los resultados obtenidos mostraron ser significativos para aberraciones 

cromosómicas (54.7%) y micronúcleos (3.4%) comparados a su testigo (0.64% y 

0.15% respectivamente). Para aberraciones cromosómicas nuevamente los puentes y 

fragmentos son los más frecuente sín embargo se encontró un ligero incremento de 

las demás aberraciones (cromosomas con centrómero inactivado, células 

bínucleadas y C-mitosis) que en este tratamiento resultaron ser significativas (Tabla 

IV, Gráfica 2c). Para micronúcleos los resultados obtenidos resultaron ser 

significativos (3.4%) contra su testigo (0.15%) (Tabla IV). 
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N-Nitroso dimetilamina (DMN) 

Los resultados obtenidos en el tratamiento de 24 h muestran un ligero incremento en 

el indice mitótico el cual resulta ser significativo (22.0) con respecto a su testigo 

(18.54) (Tabla Il). Para aberraciones cromosómicas se encontró un incremento 

significativo (34.87%) en comparación con su testigo (0.72%). Las células 

multipolares (3.37%), anafases y telofases alteradas (7.83%), e-mitosis (10.46%) y 

mitosis alteradas (12.12%) son las aberraciones más frecuentes en este tratamiento, 

mientras que los puentes, fragmentos y células con centrómero inactivado son 

escasos y resultan ser no significativos (Tabla 11, Gráfica ld). Con respecto a 

micronúcleos, este compuesto tuvo una respuesta similar al testigo (0.1 % y 0.09% 

respectivamente) (Tabla II). 

A las 72 h de exposición el índice mitótico es similar al testigo (21.3 y 20 

respectivamente, Tabla IV). La DMN indujo aberraciones cromosómicas (14.8%) y 

micronúcleos (0.3%) de manera significativa con respecto al testigo, con un 

porcentaje de 0.64% para aberraciones cromosómicas y 0.15% para micronúcleos. 

Las principales alteraciones inducidas fueron aquellas que afectan el huso y en 

menor proporción los puentes, fragmentos y cromosomas con centrómero inactivado 

(Tabla IV, Gráfica 2d). 

Pozo "Tierra Colorada" 

En la muestra de agua del Pozo "Tierra Colorada" en el tratamiento de 24 h de 

exposición no se encontraron diferencias significativas en el índice mitótico (21.2) 

en comparación con su testigo ( 18.54). Para aberraciones cromosómicas el 

incremento no fue significativo, sin embargo se encontró una respuesta positiva para 

micronúcleos (0.25%) contra su testigo (0.09%, Tabla 11). 
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En el tratamiento de 72 h se encontró un ligero incremento en el índice 

mitótico (22.4) que resultó ser significativo con respecto al testigo (20, Tabla IV) 

No se encontraron diferencias significativas para aberraciones cromosómicas 

(0.71%) ni para micronúcleos (0.16%) en comparación con el testigo (0.64% y 

0.15% respectivamente). 
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Tabla L Número total de células analizadas para indice mitótico, micronúcleos y aberraciones 
cromosómicas en el tratamiento de 24 h. en A. cepa. 

Indice 
Micronúcleos 

Aberraciones 

Compuesto mitótico cromosómicas 

[mM] Total de Total de Total de células Total de Total de células Total de 
células células en en interfase células con en mitosis células con 

analizadas mitosis analizadas micronúcleos analizadas aberraciones 

Testigo 13057 
2422 

11228 
10 

2500 
18 

negativo (18.54) (0.09) (0.72) 

11288 
2389 

10563 
26 

2100 
19 

Pozo (21.2) (0.25) (+) (0.90) 

12679 
909 

12468 
67 

2278 
235 

MMS 
(7.2) (+) (0.53) (+) (10.32) (+) 

DMN 12195 
2653 

12000 
11 

2400 
837 

(22.0) (+) (0.1) (34.87) (+) 

(+)=positivo 



w ..... 

Tabla II. Alteraciones inducidas en células meristemáticas de A. cepa en el tratamiento de 24 h. 

e IMª pb Fb 

Testigo 
18.54 0.36 0.12 
±2.6 (9) (3) 

Pozo 
21.2 0.33 0.38 
± 1.1 (7) (8) 

MMS 7.2 6.23(+) 3.51 .. 
(10 pgiml] ±0.7(+)* (142)"' (80)(+) 

DMN 22.0± 0.42 0.29 
(10 mM] 0.08(+)"'' (10) (7) 

a=Diagnóstico estadístico mediante la "t" 
de Student, a dos colas 

b=Diagnóstico estadístico mediante las 
tablas de Kastenbaum-Bowman 

e= Diagnóstico estadístico mediante Ja X2 

(+)=positivo 
'. P< 0.001 
••, P< 0.01 
•••,P<0.05 
••••, P< 0.10 

CCib 

0.2 
(5) 

0.09 
( 2 ) 
0.13 
(3) 

0.38 
(9) 

CBb 
AyT 

Mpb Ab 

0.04 o o 
( 1 ) 

0.05 o o ( 1 ) 
0.22 o o (5) 

O.O 3.37•• 7.83 .. 
(O) (81)(+) (188)(+) 

C= Compuesto; 
IM= Índice mitótico 
P= Puentes 
F= Fragmentos 

M 

C-Mb Ah 

o o 

0.05 o (1) 

0.22 o 
(5) 

10.46 .. 12.12 .. 
(251)(+) (291)(+) 

CCI=Cromosomas con centrómero inacti vado 
Clt= Células binucleadas 
A y T= Anafases y telofases 
M=Mitosis 

% % 
Abe MNc 

0.72 ± 0.5 0.09± 0.09 
(18) (1 O) 

0.90 ± 0.5 0.25± 0.15 
(19) (26)(+)'" 

10.32 ± 2.2 0.53± 0.24 
(235)(+)'" (67) (+)"' 
34.87 ± 7.6 0.1± 0.03 
(837)(+)'" (11) 

Mp= Anafases 
multipolares 

A= Figura alterada 
C-M= C-mitosis 
Ab= Aberraciones 
MN= Micronúcleos 
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Tabla IIL Número total de células anali7.adas para Indice mitótico, micronúcleos y aberraciones 
cromosómicas en el tratamiento de 72 h. en A cepa. 

Índice 
micronúcleos Aberraciones 

ornpuesto mitótico cromosómicas 
[mM] Total de Total de Total de células Total de Total de células Total de 

células células en en interfase células con en mitosis células con 
analizadas mitosis analizadas micronúcleos analizadas aberraciones 

Testigo 12672 
2503 

12500 
19 

2500 
16 

negativo (20.0) (0.15) (0.64) 

Pozo 12228 
2744 

12000 
19 

2400 
17 

(22.4) (+) (0.16) (0.71) 

MMS 12548 
613 

12572 
427 

364 
199 

(4.9) (+) (3.4) (+) (54. 7) (+) 

DMN 12762 
2722 

12500 
38 

2500 
370 

(21.3) (0.3) (+) (14.8) (+) 

(+)=positivo 
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Tabla IV. Alteraciones inducidas en células meristemáticas de A. cepa en el tratamiento de 72 h. 

e IMª pb Fb 

Testigo 
20.0 0.40 0.08 
±1.0 (10) (2) 

Pozo 
22.4•• 0.25 0.34 

±0.75(+) (6) (8) 

MMS 4.9• ¡7_3 .. 31.J .. 
(10 µg/ml] ±1.5(+) (63)(+) (113)(+) 

DMN 21.3 0.36 0.4 
(10 mM) ± 1.0 (9) (10) 

a=Diagnóstico estadistico mediante la "t" 
de Student, a dos colas 

b=Diagnóstico estadlstico mediante las 
tablas de Kastenbaum·Bowman 

e= Diagnóstico estadJstico mediante la X2 

(+)=positivo 
'. P< 0.001 
••, P< 0.01 
•••, P< 0.05 
****,P<0.10 

CCib 

O.O 
(o) 
0.08 
( 2) 

1.4*"" 
( 5 )(+) 

0.08 
( 2) 

CBb 
AyT 

Mpb Ab 

0.04 o o 
( 1 ) 
0.04 o o 
( 1 ) 

1.92 .. o o 
( 7 )(+) 

o.o 0.56 .. 5.4"'"' 
(o) (14)(+) (135)(+) 

C= Compuesto; 
IM= Índice mitótico 
P= Puentes 
F= Fragmentos 

M 

C-Mb Ab 

0.12 o (3) 

o o 
3.02 .. o 

(11)(+) 
3.04•• 4.96•• 

(76) (+) (124)(+) 

CCI=Cromosomas con centrómero inactivado 
CB= Células binucleadas 
A y T= Anafascs y telofascs 
M=Mitosis 

% % 

Abe MNC 

0.64±0.24 0.15±0.02 
(16) (19) 

0.71± 0.6 0.16± 0.05 
( 17) ( 19) 

54.7±15.9 3.4 ± 1.6 
(199)(+)'" (427) (+)"' 
14.8 ± 5.0 0.3 ± 0.04 
(370)(+)"' (38) (+)"' 

M¡r Anafases 
multipolares 

A= Figura alterada 
C-M= C-mitosis 
Ab= Aberraciones 
MN= Micronúcleos 



Gráfica t. Alteraciones inducidas en células meristemáticas de A. cepa en el 
tratamiento de 24 horas. 
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o.os 

• Puentes • Fragmentos 
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DISCUSIÓN 

Metil-Metanosulfonato 

Se observó que el tratamiento con MMS a las 24 y 72 h disminuye de manera 

significativa el índice mitótico (7.2 y 4.9 respectivamente) en comparación con el 

testigo negativo (18.54 y 20 respectivamente, Tablas 11 y IV). Esta reducción es 

aproximadamente de un 61 % para el tratamiento de 24 h y de un 75.5 % para el 

tratamiento de 72 h de exposición. V arios autores proponen que un índice mitótico 

por debajo del 50 % del testigo negativo tiene efectos letales en el organismo 

(Antonsiewicz, 1990; Panda y Sahu, 1985). Sharma en 1983 lo llamó valor límite de 

citotoxicidad y es utilizado para monitorear niveles de contaminación en aguas 

superficiales (Smaka et al., 1996). Debido a la reducción del índice mitótico en 

ambos tratamientos, el número de células en mitosis es escaso (Tablas 1 y 111), 

dificultando el registro de aberraciones en células en anafase y/o telofase. A pesar de 

esta dificultad se observó un incremento significativo de aberraciones cromosómicas 

a las 24 y 72 h de exposición (10.32% y 54.67 % respectivamente). Los puentes y 

los fragmentos son las aberraciones que se encontraron con mayor frecuencia, en 

ambos tratamientos (Gráficas le y 2c), sin embargo, se observa que en el 

tratamiento de 72 h de exposición hay un ligero incremento de cromosomas con 

centrómero inactivado, células binucleadas y C-mitosis que resultaron ser 

significativas (Tabla IV y Gráfica 2c). 

Por medio del análisis de micronúcleos, se detectó la actividad clastogénica en 

ambos tratamientos (0.53 % y 3.4 % para 24 y 72 h respectivamente, Tablas 1y111) 

Los micronúcleos son el resultado de la acción que se tiene sobre el centrómero del 

cromosoma debido a alteraciones del huso o a la actividad clastogénica (fragmentos 
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acéntricos), que darán origen en la siguiente división celular a los micronúcleos. 

Autores como Heddle y Carrano en 1997 y Y amamoto y Y asumoto en 1980 han 

establecido que cuando el micronúcleo es pequeño, éste es el resultado de la 

actividad clastogénica del agente químico sobre la estructura del cromosoma y, 

cuando el compuesto actúa a nivel del centrómero o de las proteínas del cinetocoro, 

afecta la interacción con las fibras del huso provocando micronúcleos más grandes. 

En el presente trabajo se encontró que el MMS produce una mayor proporción de 

micronúcleos pequeños en los dos tratamientos, lo que sugiere que probablemente 

son productos de la actividad clastogénica (fragmentos acéntricos). Se observa una 

correlación para aberraciones y micronúcleos en ambos tratamientos. Aunque la 

respuesta es similar se observa un incremento en el daño genotóxico de 

aproximadamente 5 veces en el tratamiento de 72 h (Tabla IV). La respuesta 

obtenida para el MMS es similar a la encontrada por Rank y Nielsen en 1993 

cuando expusieron células del meristemo de A. cepa a MMS a 1 O µg/ml durante 24 

h de exposición, ellos encontraron disminución del índice mitótico (63%) y un 

incremento significativo de micronúcleos ( 1 % ), así como de aberraciones 

cromósomicas (5.4%), con respecto al testigo negativo con un índice mitótico del 

76.6% y del l. 9% para aberraciones cromosómicas, no encontrando micronúcleos. 

N-Nitroso dimetilamina 

La DMN es un agente alqtiilante de acción indirecta, es decir, reqmerc de la 

activación metabólica del organismo para producir su efecto genotóxico. Hasta 

ahora no se han reportado estudios de este mutágeno en la prueba de A. cepa, por 

este motivo se eligió la concentración de 10 mM con base en los estudios realizados 

en Drosophila melanogaster, en la cual este compuesto induce mutación y 
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recombinación somática (Martínez, 1999). En los resultados que se obtuvieron en la 

prueba de A. cepa no se observó que se afectara el índice mitótico en ambos 

tratamientos (24 y 72 h, Tablas lI y IV). Se encontró que las alteraciones que 

induce este compuesto en las células del meristemo son principalmente a nivel del 

huso mitótico y en menor proporción aquellas que producen daño a los cromosomas 

(Gráficas Id y 2d). Las alteraciones al huso mitótico como C-mitosis, mitosis, 

anafases alteradas y células multipolares dan posteriormente lugar a células con 

aneuploidías, las cuales son visibles si se analizan células en metafase, mientras que 

en células en anafase y/o telofase las alteraciones que se observan son: cromosomas 

con centrómero inactivado y células donde la formación del huso mitótico se ha 

afectado notoriamente formándose, en algunos casos, más de un huso. En el 

tratamiento de 24 h de exposición a la DMN, las aberraciones cromosómicas se 

incrementaron de manera significativa (34.87, Tabla 1), gran parte de esta respuesta 

es generada al dañarse el huso mitótico y no a un efecto clastogénico. Sin embargo 

para micronúcleos la respuesta fue significativa solamente en el tratamiento de 72 h 

(0.3% Tabla lli) debido a que en este tratamiento las células tuvieron 

aproximadamente tres ciclos de división, lo cual favoreció la aparición de los 

micronúcleos. Es importante hacer notar que el ensayo de A. cepa mostró la 

capacidad de bioactivar un promutágeno como la DMN ya que se observaron 

efectos genotóxicos en ambos tratamientos. Estos resultados demuestran claramente 

que la prueba de A. cepa es versátil debido que permite recuperar los efectos de 

genotoxicidad inducida por mutágenos de acción directa e indirecta. La 

biotransformación metabólica es posible debido a que las células de la raíz poseen 

enzimas que funcionan como oxidasas que son las responsables de la activación de 

muchos promutágenos a mutágenos (Fiskesjo, 1981 ). 
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Pozo "Tierra Colorada" 

En la muestra de agua del Pozo "Tierra Colorada" no se encontraron diferencias 

significativas en el índice mitótico ni en aberraciones cromosómicas en el 

tratamiento de 24 h, pero en el análisis de micronúcleos se detectó un incremento 

significativo de 0.25% versus su testigo negativo 0.09% (Tabla 1). Posiblemente 

existe alguna relación entre el efecto genotóxico y las características fisico-químicas 

de la muestra de agua (Cuadro IV), en la que se encontró que el único metal pesado 

que rebasó el nivel permisible es el cadmio (0.021 mg/L), este metal se encontró 16 

veces arriba de la norma establecida (0.005 mg/L) (Gaceta Ecológica, Meybeck et 

al., 1990). Por otro lado, cuando las raíces se expusieron por 72 h a esta muestra de 

agua el índice mitótico presentó un incremento significativo de 22.4 con respecto al 

testigo (20), mientras que el incremento de las aberraciones cromosómicas y los 

micronúcleos no resultó ser significativo (Tabla IV). Como se observa en esta tabla 

hay una pérdida de la respuesta a micronúcleos a las 72 h mientras que a las 24 h 

(Tabla TI) se obtiene una respuesta significativa, esto se puede atribuir a: 

1) La inestabilidad de los micronúcleos durante las divisiones celulares 

posteriores. Considerando lo anterior en el tratamiento de 72 h las células 

meristemáticas pasaron 2 o 3 ciclos de división en comparación con el tratamiento 

de 24 h, lo cual podria explicar la pérdida de los micronúcleos. 

2) Que las células presentan una respuesta adaptativa que les confiere menor 

susceptibilidad a los daftos inducidos por los agentes genotóxicos presentes en la 

muestra de agua. La respuesta adaptativa se ha descrito en bacterias y en células de 

mamífero in vitro y en plantas superiores. Se ha propuesto que esta respuesta 

enciende los mecanismos de defensa celular y de reparación del ADN, que se refleja 

en una disminución de micronúcleos (Patra et al., 1997). 
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A pesar que en la prueba de A. cepa solamente se encontró respuesta 

significativa para micronúcleos, este parámetro permitió detectar genotoxicidad del 

agua. Es importante resaltar que a las concentraciones encontradas de los metales 

pesados detectados (principalmente el cadmio) ya se observa la inducción de efectos 

genotóxicos en las células meristemáticas de A. cepa, lo cual demuestra que esta 

prueba puede detectar daño genotóxico a concentraciones muy bajas. 

En un estudio realizado por Ramos-Morales y colaboradores en 1998 se mostró 

que el agua del Pozo "Tierra Colorada es genotóxica en larvas de 72 h de edad en 

Drosophila melanogaster en la prueba de Mutación y Recombinación Somática 

(SMART}. 

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que los tratamientos de 

24 y 72 h de exposición son adecuados para detectar el daño genotóxico y 

proporcionan información sobre la persistencia y la respuesta adaptativa a las 

aberraciones cromosómicas en un organismo in vivo. 
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CONCLUSIONES 

1. Se demostró que la prueba de Al/ium cepa es reproducible en su respuesta. 

2. Los tiempos de tratamientos prolongados de 24 y 72 h de exposición 

demostraron ser buenos indicadores del daño genotóxico. 

3. La prueba de A. cepa mostró la capacidad de bioactivar un promutágeno (DMN) 

y así recuperar sus efectos genotóxicos. 

4. El sistema de prueba pudo discernir entre los efectos genotóxicos inducidos por 

dos mutágenos de diferente mecanismo de acción. 

5. El sistema de prueba mostró sensibilidad elevada al detectar la genotoxicidad de 

una muestra de agua que contiene contaminantes a concentraciones ambientales. 
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PERSPECTIVAS 

Para estudios de monitoreo ambiental empleando a Allium cepa como organismo 

centinela,_ se propone utilizar tratamientos de 24 y 72 h para conocer el daño 

genotóxico, así como la persistencia y/o las respuestas adaptativas que los 

organismos puedan presentar. 
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