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Resumen

El uso de biocidas es una constante en el campo agronémico, el daiio ocasionado a los cultivos y por consiguiente el gran
potencial de dafo para los consumidores es conocido, sin embargo su uso sigue en marcha. Por ello se realizaron pruebas
citogenéticas para la observacion de aberraciones cromosémicas en Allium cepa, usando muestras de raices de plantas ex-
puestas y no expuestas a biocidas. Los tratamientos se realizaron con el objetivo de comparar el grado de afectacién de los
biocidas sobre la mitosis y la ocurrencia de mutaciones cromosémicas. El ANOVA para los datos de desarrollo radicular al
finalizar la experimentacién, mostraron un CV de 9.88, se observo diferencias significativas entre el control y los tratamien-
tos, los porcentajes de inhibicion llegaron a tener valores maximos de 84.2% para vertimec X8 y 76.5% para pentacloro
X8, y valores minimos de 38.2% para vertimec X0.5 y 43.8% para pentacloro 0.5 X. El indice mitético fue mayor para el
control (0.193) y menores para el tratamiento con menor desarrollo radicular, vertimec X8 (0.021) y pentacloro X8 (0.028).
Las pruebas citogenéticas mostraron la ocurrencia de anomalias en el ciclo celular siendo la mas frecuente la C-mitosis. Se
puede concluir que el test Allium es un buen indicador de citotoxicidad y genotoxicidad. Los biocidas ocasionan cambios
en la estructura genémica de un cultivo, estos cambios podrian acumularse y ocasionar cambios de expresion génica, pu-
diendo danar regiones de interés agronémico para una especie y afectar su estabilidad genética.
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Abstract

Use of biocides is a constant in the agronomic field, the damage to crops and therefore the potential for harm to consumers
is known, however its use is ongoing. Therefore, tests were performed to observe cytogenetic aberrations in Allium cepa
using plant root samples exposed and not exposed to biocides. Treatments were performed in order to compare the degree
of impact of biocides on mitosis and the occurrence of chromosomal mutations. The ANOVA for root development data
at the end of the experiment showed a CV of 9.88, significant differences was observed between control and treatments;
the inhibition percentages have reached maximum values of 84.2% for Vertimec X8 and 76.5% for pentachloro X8, and
minimum values of 38.2% for Vertimec X0.5 and 43.8% for pentachloro X0.5. The mitotic index was higher for control
(0.193) and lower for treatment with less developed root Vertimec X8 (0.021) and pentachloro X8 (0.028). Tests showed
the occurrence of cytogenetic abnormalities in the cell cycle being the most frequent C-mitosis. It can be concluded that
the Allium test is a good indicator of cytotoxicity and genotoxicity. Biocides cause changes in the genomic structure of
crops; these changes may accumulate and cause gene expression changes, can damage agronomic interest regions for a
species and affect their genetic stability.

Key words: Allium test, mitotic abnormalities, genetic stability, genotoxicity, cytotoxicity

Recibido: abril 17 de 2013 Aprobado: junio 18 de 2013

* %

** ¥

Laboratorio de citogenética y biologia molecular del instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Agraria la Molina, Apartado 456 Lima
1, Perd.
Correspondencia: Blgo Alfredo Miguel Berrocal Huallpa, Alfredo.bh17@gmail.com Blga Marfa Angélica Siles Vallejos, mariansi@hotmail.com

Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Av. Universitaria /Av. German Amézaga s/n, Lima 1, Pert.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 2013 17-27 17



Introduccién

La aplicaciéon de biocidas en los cultivos vegetales de
importancia econémica para el pais, es una practica
comdn frente a problemas de enfermedades y plagas,
sin embargo a pesar de ser conocidos sus efectos t6-
xicos en diferentes grados, dependiendo de diversos
factores, se sabe que muchos de estos provocan algu-
na alteracion a nivel del ADN, y esto puede ser expre-
sado a nivel citolégico (Palani, 2007), como un fallo
en la maquinaria mitética la cual a su vez es observa-
da con una disminucién del indice mitético y alguna
anomalia en los cromosomas (Grant, 1982) como por
ejemplo la presencia de puentes anafasicos, C-mitosis,
deleciones, translocaciones y fragmentos aberrantes
productos de algin dafio en la mitosis (Rank, 2003).

Ademas de los efectos agudos y crénicos ya descritos,
existen otros efectos de los biocidas que se presentan
a muy largo plazo en la poblacién o bien se manifies-
tan en otras generaciones. Estos efectos se derivan de
la exposicion continua a dosis bajas de una sustancia
y pueden incluir una gran variedad de alteraciones
bioquimicas, fisiolégicas y morfologicas. Entre los mas
importantes se encuentran la aparicion de mutaciones
(Olufunsho, 2010). Comprobar la capacidad toxicolo-
gica de un compuesto es muy dificil, en particular a
concentraciones normales de uso y sobre todo el de-
tectar los niveles de concentracion que se requieren
para inducir mutaciones, en este aspecto muchas mu-
taciones que a determinadas dosis no se manifiestan
se van acumulando y por consiguiente van desestabi-
lizando la configuracion genémica normal. Parte del
problema radica en que en estos casos, no se puede
establecer claramente la relacién dosis-efecto y, por lo
tanto, no es posible fijar un valor o dosis minima capaz
de provocar alteraciones. Por lo mismo, tampoco se
puede establecer una concentracion que sea “segu-
ra”. Por otra parte, la especificidad de los compuestos
hacia cada especie en particular dificulta relacionar
los efectos que causan las sustancias quimicas en las
plantas con los que podrian causar en el hombre. Aun
asi se debe considerar que los agentes quimicos que
generan mutaciones, o cualquier efecto toxico siste-
matico en plantas de experimentacion (Grant, 1994),
te6ricamente también tienen la capacidad de causar
efectos en los seres humanos.

El test de Allium cepa viene siendo usado para el diag-
néstico de toxicidad de diferentes compuestos tanto
farmacéuticos, alimenticios y contaminantes (Frainer
et al., 2006; Konuk, 2007; Olusegun et al., 2010), esto
debido a que facilmente se pueden distinguir algu-
nas anomalias cromosémicas, producto de un agente
mutagénico, en consecuencia el obtener un diagnds-

tico citogenético (Ragunathan et al., 2007). Frente a
la utilizacion de biocidas en cultivos de importancia
agronomica, la utilizacién del test de Allium cepa per-
mite obtener un buen registro de la ocurrencia de
estas anomalias (Grant, 1982 y Rank, 2003); existen
muchos trabajos que aprovechan la facilidad de identi-
ficar efectos genotoxicos debido a diferentes contami-
nantes biolégicos ambientales (Ukaegbu et al., 2009).
El test de Allium cepa aprovecha la consecuencia de
la disminucién del indice mitético, expresada en el
menor desarrollo radicular, observando asi diferencias
significativas entre compuestos a distintas concentra-
ciones, y tiempos de exposicion (Fiskesjo, 1985).

El uso del test de Allium cepa permite determinar la
toxicidad de muchos compuestos por su gran sensibi-
lidad (Fiskesjo, 1988) es por ello que en la actualidad
se viene usando para monitorear el grado toxicolégico
de distintos compuestos como el azufre, magnesio,
boro, cromo, pesticidas, herbicidas, farmacéuticos en-
tre otros (Fiskesjo, 1993, Pefa et al, 1999; Espinoza
et al, 2007; Feretti et al, 2007; Shukla et al., 2002;
Tartar et al., 2006; Grant, 1978; Mustafa et al., 2008).
El test de Allium cepa ademas, es usado en programas
de biorremediacion (Srivastava et al.,, 2005), y también
podria usarse en estudios de conservacion.

Materiales y Métodos

Materiales bioldgicos, equipos y reactivos

Como material biol6gico se usaron 55 bulbos de ce-
bolla (Allium cepa), se seleccionaron bulbos de cebolla
de aproximadamente 100 gramos, secos y sin forma-
cion de hojas y/o raiz. Los bulbos fueron limpiados
mediante la eliminacién de la epidermis seca y remo-
cion de los restos de tejido y raices secas, sin danar
las raices primordiales. Adicionalmente se usaron 24
bulbos de cebollas con las mismas caracteristicas, para
determinar la hora adecuada de corte de apices radi-
culares. Los reactivos para citogenética fueron fijador
carnoy (Etanol: 4cido acético (3:1)), HCI TN, solucién
Targa, Orceina acética (2%).

Instalacion del diseiio experimental

Previo al disefo experimental se determiné la hora
adecuada de corte de apices radiculares, en un am-
biente oscuro y con 26° C condicionado para el expe-
rimento, en el intervalo de 7.00 am a 1.00 pm. En el
experimento se utiliz6 agua dura para el tratamiento
control, asi como para la preparacion de las dilucio-
nes de los biocidas vertimec (Vertimec - Syngenta) y
pentacloro (Pentacloro Saume). Se realizo la dilucion
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en forma secuencial, obteniendo asi las siguientes
concentraciones: 0.5x, 1x, 2x, 4x y 8x para cada bioci-
da (1X representa la dosis de uso recomendada). Las
pruebas se realizaron en frascos de ensayo de 12 cm
de longitud x 5 cm de didmetro. Se rotularon los fras-
cos con V0.5, V1, V2, V4, V8 para vertimec, P0.5, P1,
P2, P4, P8 para pentacloro y C para el control, todos
con 5 replicas, siendo un total de 55 unidades experi-
mentales. El ensayo se inicié con el llenado de los fras-
cos con cada una de las diluciones y controles; este
llenado se hizo cerca al borde del frasco. A continua-
cion se colocaron los bulbos sobre la boca del frasco,
cuidando que la zona radicular quedara inmersa en el
liquido. Las evaluaciones se hicieron alos 3, 6,9y 12
dias de exposicion, y en cada periodo de evaluacion
se midi6 todas las raices emergentes y se calcul6 el
promedio, el cual representé el valor de la medicion
para dicha unidad experimental (valores extremos se
descartaron). Para obtener el porcentaje del efecto de
inhibicion se realizo la siguiente operacion:

Coeficiente de Inhibicién (Cl) = [(Lc - Lt)/Lc]x100%

Lt: longitud del
tratamiento.

Lc: longitud del control

Con los valores de inhibicion se construyo una grafica
de concentracién versus porcentaje de inhibicion y se
calculé el Clso (concentracion que produce el 50 % de
reduccion en la longitud de raiz). Diseno experimental
utilizado fue el DCA (disefio completamente aleatorio)
adaptado para el test Allium (Fiskesjo, 1985). Para ana-
lizar los datos obtenidos se utilizo el paquete estadis-
tico SAS 9.2 que permitio hacer el analisis de varianza
y pruebas de comparacién de medias como Duncan
y Dunnetts.

Andlisis citogenético

Al finalizar el periodo de exposicion se retiraron todos
los bulbos de los tratamientos a frascos con agua pota-
ble por una hora, luego se procedié con la tincién cro-
mosomica de la manera que sigue: se cortaron apices
radiculares de 1-2 mm de longitud, se colocaron en
una luna de reloj y se agregé la solucion fijadora du-
rante 15 minutos(a mas tiempo). Se colocaron las rai-
ces en acido clorhidrico TN durante 10 min. Se agrego
1 a 2 gotas de la solucion Targa y se mantuvo la mues-
tra en esta solucion durante 15 min. Se cortaron las
raices en secciones transversales al eje mayor de la
raiz y fueron colocadas sobre una lamina. Se afadio
1 o 2 gotas de orceina acética al 2% durante 17 min.
Luego se coloco una laminilla en 45° y se realizo el
squash. Finalmente se extendi6 la muestra por golpe-

teo con la punta del lapiz. Se observé al microscopio
tratando de identificar células que se encuentren en
mitosis y fases mitéticas con anomalias (observacion a
10x, 40x y 100x).

Cdlculo del indice mitdtico

Los diferentes indices fueron obtenidos de la siguien-
te manera: el indice mitético IM= (Ndmero de células
en division/ ndmero de células totales); y los indices
de Fase: IFp= (células en profase/células en division),
IFm= (células en metafase/células en division), IFa=
(células en anafase/células en division), y IFt= (células
en telofase/células en division).

Resultados

Hora adecuada de corte de dpices radiculares

El monitoreo de la hora adecuada para el corte de api-
ces de raiz en cebolla, fue entre las 9 -11 de la manana,
en las condiciones del laboratorio (oscuridad y 26° C),
teniendo como indice mitético a 17% en promedio.
Por lo tanto en la experimentacion usando tratamien-
tos con biocidas se realizaron cortes de apices radi-
culares entre las 9 y 11 de la mafana, lo que permitié
poder trabajar adecuadamente las 55 unidades expe-
rimentales.

Resultados del andlisis estadistico

El coeficiente de variacion (CV) para la primera me-
dicion resulto superior a 10, por consiguiente el ana-
lisis de varianza y comparacion de medias no eran
estadisticamente aceptables. Conforme se hicieron la
segunda y tercera medicion se obtuvieron valores de
CV cercanos a 10, es decir, en cada medicion siguien-
te el CV fue disminuyendo, mostrando diferencias
significativas entre los tratamientos y agrupamientos
estadisticamente aceptables (figura 1). El andlisis de
varianza del ensayo para la dltima medicion con 10
grados de libertad, con 5 repeticiones por tratamiento,
con 0 unidades perdidas y un alfa= 0.01 para el ana-
lisis de agrupamiento mostré diferencias significativas
entre los tratamientos y un CV de 9.88, siendo esta-
disticamente aceptable el experimento realizado. La
comparacién de medias mediante Duncan (alfa= 0.01)
muestra cinco grupos distintos (A: control; B: V0.5 vy
PO.5; C: V1, V2, P1 y P2; D: V4, P4 y P8; E: V8), el
tratamiento V8 presenta menor tamano de raiz, 1.96
cm, los tratamientos V1, V2, P1, P2 no muestran di-
ferencias significativas en el tamano de raiz (tamafo
promedio 5.5 +/- 0.4 cm) y el control el mayor tamano,
12.42 cm. Mediante Dunnett”s (alfa= 0.01) se obser-
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vo que el control es distinto a los demas tratamientos,
teniendo una diferencia menor entre medias con los
tratamientos V0.5 (4.7cm) y P0O.5 (5.4cm), y mayor di-
ferencia de medias con los tratamientos V8 (10.5cm)
y P8 (9.5cm), sin embargo todos los tratamientos son
estadisticamente muy diferentes al control.

Coeficiente de inhibicion (Cl)

El coeficiente de inhibicion para los tratamientos con
biocidas tuvo valores minimos de 0.382 para V0.5 y
0.438 para P0.5, y valores maximos de 0.842 para V8
y 0.765 para P8 (ver tabla 1). Con base en los diferen-
tes coeficientes de inhibicion obtenidos para las distin-
tas concentraciones probadas se calculé el Clso para
cada tipo de biocida, teniendo un Clso de 0.91 para
vertimec (figura 2) y un Clso de 0.78 para pentacloro
(figura 3). En ambos casos, valores cercanos a la dosis
recomendada para su uso (P1y V1).

Resultados del andlisis citogenético

La tincion cromosoémica fue satisfactoria, ya que per-
mitié diferenciar las distintas etapas del ciclo celular
normal (figura 4), ademas permitié reconocer alguna
anomalia en el ciclo de division celular.

Indices mitdticos

Contabilizado el nimero de células en mitosis y el
ndmero de células en total, se hallo el IM (indice mi-

totico), teniendo como indice mayor al tratamiento
control, 16.39%, y menores indices para los tratamien-
tos P8y V8, 2.8% y 2.1% respectivamente (tabla 1). Se
calculé también el coeficiente de inhibicion mitética
para cada tipo de biocida y resulté que los indices para
los tratamientos P1 y V1 correspondientes a la dosis
normal de uso, representan el 55 % de inhibicién mi-
totica (tabla 1y 2), esto muy relacionado al coeficiente
de inhibicion media para el tamano de raiz.

Presencia de anomalias

Se observo la presencia de anomalias en el ciclo celu-
lar producido por la toxicidad de los biocidas, obser-
vandose distintos tipos de aberraciones o anomalias
cromosomicas dentro de las distintas etapas del ciclo
celular. En la figura 5 y 6 se observan las anomalias
mas comunes encontradas, en el tratamiento V0.5 se
observa un puente anafasico (i), en el tratamiento P0.5
una célula binucleada con un ntcleo en interfase y
otro en profase (h) y una c-mitosis (m), en el tratamien-
to V1 una c-mitosis (b) y un puente anafasico (j), en el
tratamiento P1 una C-mitosis (a), células alargadas y un
fragmento cromosémico aberrante (n) y una anoma-
[fa en la anafase por el huso mitético desorganizado
(0), en el tratamiento V2 una célula binucleada y una
célula en telofase posiblemente binucleada (c) y va-
rias fusiones cromosdémicas que podrian ser multiples
puentes anafasicos (g), en el tratamiento P2 una célula
binucleada (d) y una c-mitosis (k), en el tratamiento
V4 un puente anafasico (f), en el tratamiento P4 un

Tamafio (cm)
deraiz 14
12
10
8 mmedicion 1
m medicion 2
6 m medicion 3
m medicion 4
4
2
0 Tratamiento

c v0.5 vl v2 V4

p0.5 pl p2 p4 p8

Figura 1. Desarrollo radicular por dia de medicién para los tratamientos con biocidas y el control. La primera medicién no mostro
diferencias estadisticas entre los tratamientos, en la segunda y tercera medicién aparecieron diferencias estadisticas sin embargo
el CV fue mayor a 10, finalmente en la cuarta medicién se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el CV fue

de 9.88.
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Figura 2. Estimacién del CI50 para vertimec, cada punto representa una dosis (V0.5, V1, V2, V4, V8) en la horizontal y el porcen-
taje del coeficiente de inhibicién del desarrollo radicular en la vertical.
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Figura 3- Estimacién del Clso para pentacloro, cada punto representa una dosis (P0.5, P1, P2, P4, P8) en la horizontal y el porcen-
taje del coeficiente de inhibicién del desarrollo radicular en la vertical.

fragmento cromosomico aberrante candidato a formar
micronticleo (e), y en el tratamiento P8 células alar-
gadas y presencia de fantasmas celulares (l). Para los
tratamientos V8 y P8 muchas células estaban fragmen-
tadas y eran de mayor tamano, dificilmente se observé
una anomalia. Segtn lo observado las anomalias mas
frecuentes eran la C-mitosis y anomalias en anafase,
adicionalmente cambios en la forma celular.

Discusién

Los estudios realizados sobre el efecto de los diferen-
tes biocidas demuestran algunos efectos genotoxicos
en las plantas (Tartar et al., 2006). El presente estudio
evaluo efectos genotoéxicos, citolégicos inducidos por
dos biocidas en células meristematicas de raiz de A.
cepa. El diseno experimental reflejo una disminucién
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del desarrollo radicular asociado a la mayor concen-
tracion de los biocidas en los tratamientos, y este me-
nor desarrollo radicular esta directamente relacionado
con la inhibicién de la mitosis normal en las células
meristematicas de la raiz (tabla 1). Estos cambios en
actividades mitdticas como el indice mitético, los in-
dices de fase mitdtica y la induccion de anomalias
cromosomicas aparecieron en diferentes grados, de-

pendiendo de la dosis (ver tabla 1, 2 y 3; figura 5y 6).
La alteracion del indice mitético puede ser debido a la
interferencia del biocida en el proceso normal de mi-
tosis, reduciendo el nimero de células que se dividen
(Ghareeb y George, 1997; Badr, 1983). Otras investi-
gaciones atribuyen la depresion de la actividad mito-
tica a la inhibicién de la sintesis de proteinas (Kim y
Bendixen, 1987). La inhibicién mitética también puede

Tabla 1. Se presenta el valor promedio del desarrollo radiculary coeficiente de inhibicién de desarrollo radicular para cada
tratamiento, obtenido en la dltima medicién. Se muestra el indice mitdtico y porcentaje de inhibicién mitética para cada

tratamiento.

Tratamiento Longitud de c IM (indice | % de inhibicion
raiz (cm) mitotico)% de la mitosis
C 12.416 0 0.1639 0
v0.5 7.668 0.382 0.1109 32.34
p0.5 6.976 0.438 0.0737 55.03
vl 5.976 0.519 0.0691 57.84
p1 5.732 0.538 0.0393 76.02
v2 5.218 0.58 0.0214 86.94
p2 5.026 0.595 0.1073 34.53
p4 3.776 0.696 0.0725 55.77
v4 3.436 0.723 0.0662 59.61
p8 2916 0.765 0.0419 74.44
v8 1.962 0.842 0.0284 82.67

Tabla 2. Valor porcentual de células en las distintas fases mitdticas y el porcentaje de células en mitosis para un total de 30694
células contabilizadas, en los tratamientos.

Tratamiento | Profase(%) Metafase Anafase Telofase Mitosis Interfase T’otal
(%) (%) (%) (%) (%) células

Control 45.43 25.87 13.26 15.43 16.39 83.61 2806

V0.5 54.93 22.70 11.84 10.53 11.09 88.91 2740

V1 55.83 22.82 1117 10.19 7.37 92.63 2794

V2 70.31 19.79 6.25 4.69 6.91 93.09 2778

V4 72.73 15.45 7.27 4.55 3.93 96.07 2802

V8 81.67 8.33 5.00 5.00 2.14 97.86 2810

PO.5 57.33 21.33 10.33 11.00 10.73 89.27 2796

P1 61.50 20.50 10.50 7.50 7.25 83.25 2758

P2 70.65 16.85 9.24 3.26 6.62 93.38 2778

P4 72.03 16.10 8.47 3.39 4.19 95.81 2818

P8 77.50 11.25 7.50 3.75 2.84 97.16 2814
Nidmero de células contabilizadas 30694

22

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 2013 17-27



Tabla 3. Anomalias encontradas en las células mitéticas de los distintos tratamientos con biocidas (1754 células mitéticas
observadas). Frecuencia de las anomalias dentro de los tratamientos con biocidas. No se considera al tratamiento control ya que

no indica el efecto de mutagénico de los biocidas, ademds no se observaron anomalias en los controles.

Tratamiento Pue’nfe . Células C-mitosis C'élulaf con Otros
anafasico binucleadas microntcleos
C ) B B B B
p0.5 - 2 - - -
P1 - - 2 - -
P2 2 - 2 - 1
P4 . - 1 1 4
P8 - - 1 - 7
v0.5 - 1 1 - -
V1 2 - 2 - -
V2 - - 3 1 2
V4 - - 2 - 5
V8 - - 1 - 8
total 4 3 15 2 27
Total de anomalias observadas= 51; frecuencia de anomalias=51/1754= 0.03

Figura 4. Diferentes etapas del ciclo de divisién celular normal (en el tratamiento control); a: profase, b: prometafase, c: metafa-
se, d: anafase, e: telofase y formacién de fragmoplasto, f: citocinesis. (60X).

ser debido a la inhibicién de la sintesis de ADN, lo que
se considera como uno de los principales requisitos
previos para que la célula se divida (Badr, 1983). Sin
embargo, Chand (1981) informé que la reduccion de
la fosforilacion oxidativa que resulta en un bajo nivel
de ATP en la célula podria ser otro factor de inhibi-
cion de la sintesis de ADN y ARN en las plantas con

tratamiento de biocidas. Por otra parte, Wuu y Grant
(1967) informaron que los pesticidas en la célula pue-
den ejercer alguin efecto sobre la funcién fundamental
de una enzima; la produccion, la induccion, la repre-
sion o la inhibicion por retroalimentaciéon podria ser
una posible razén de la disminucién del indice mitoti-
co. En esta investigacion, el indice mitético disminuyé
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Figura 5. Diferentes anomalias observadas en los tratamientos, a y b: c-mitosis, c y d: célula binucleada, e: fragmento cromosé-
mico, f: puente anafésico, g: fusiones cromosémicas, h: célula binucleada, i: puente anafésico. (60X).

con el aumento de las concentraciones y la duracién
de los tratamientos (tabla 1y 2). Este resultado sugiere
que los biocidas utilizados causan cambios citologicos
e inducen una amplia gama de anomalias mitéticas en
las células del apice de raiz de A. cepa. Se ha obte-
nido resultados similares después de tratar a células
meristematicas de raiz de Allium cepa con insecticidas
y pesticidas (Ajay y Sarbhoy, 1987; El-Khodary et al.,
1989). Sin embargo, se observo un aumento del in-

dice de profase asociado a la disminucién del indice
mitotico conforme aumenta la concentracion de los
tratamientos con biocidas (tabla 2), se puede atribuir
a la prolongacion de la etapa de profase que afecta el
eje de formacion metafasica por presencia de bioci-
das. Esta acumulacién de profases fue similar a lo ob-
servado por El-Khodary et al.,, (1989) y Prasad y Das
(1977), segun ellos, el envenenamiento de las células
ocurre en la etapa en que entran en mitosis, siendo

Figura 6. Diferentes anomalias observadas en los tratamientos, j: puente anafdsico, k: c-mitosis, |: células alargadas, m: c-mitosis,
n: células alargadas y fragmento cromosémico, o: anomalia de fase. (60X).
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detenidos en la profase. Por tanto los resultados mues-
tran la disminucion en los indices de metafase, anafase
y telofase con el aumento de la concentracién (tabla
2), debido a una prolongada profase o las células en di-
vision bloqueadas en profase que no permite entrar en
las siguientes fases. El andlisis citogenético mostro un
valor de 0.03 para la frecuencia media de anomalias
en células mitéticas de los tratamientos con biocidas
(tabla 3). La frecuencia de anomalias poco a poco au-
menta con la duracion del tratamiento y la concentra-
cion de biocidas (tabla 3). Trastornos anormales de
profase, metafase y anafase fueron los principales ti-
pos de anomalias detectadas. Se presentaron eventos
como la formacién de puentes, retrasos en la cito-
cinesis, metafase con cromosoma retrasado, células
binucleadas en interfase y citocinesis desigual. Simi-
lares anomalias fueron registradas con el tratamiento
de fluorochloridone en puntas de raices de A. cepa
por Yuzbasioglu et al., (2003) y tratamiento con el
insecticida Ethion en puntas de raices de A. cepa por
Kabir et al.,, (2010). Profases con cromosomas anor-
males e irregulares fueron reportados por El-Khodary
etal.,, (1990, 1989) en raices de A. cepa tratadas con
herbicida Tribunil y Garlon-4, donde la cantidad de
anomalias en metafase fue superior a la ocurrida en
anafase. Estas anomalias también podrian explicarse
por una alteracién en la organizacién del huso, cau-
sando una orientacion irregular de los cromosomas
(Grant, 1978; Mansour, 1984). Es preciso senalar
la naturaleza pegajosa de los cromosomas que dan
como resultado, cromosomas que no pueden llegar
a los polos y permanecen dispersos en el citoplas-
ma, presentandose de modo condensado y pegajoso
(Ajay y Sarbhoy, 1988). Sin embargo, Klasterska et
al, (1976) sugiere que la rigidez de los cromosomas
surgio debido a la doblez impropia de fibras de los
cromosomas en una sola cromatida y por lo tanto
son una mezcla de fibras, lo que hace a los cromo-
somas adherirse el uno al otro por medio de puentes
de cromatina. El tipo mas comun de anomalia en el
presente estudio fue C-metafase o c-mitosis induci-
da por vertimec y pentacloro. De acuerdo con Nagl
(1970), el tratamiento con insecticidas a las células
meristematicas de raices causa el bloqueo del ciclo
celular en metafase que posteriormente resulta en C-
metafase. El tipo mas observado de aberraciones en
células en anafase es la anafase precoz. La formacién
de cromosomas precoces puede ser causada por la
rigidez de los cromosomas (Kaur y Grover, 1985).
Otras anomalias interesantes son los puentes cromo-
somicos que se han observado con frecuencia en los
diferentes tratamientos (figura 5 y 6), esto podria ser
debido a uniones por roturas cromosémicas genera-
les (Tomkins y Grant, 1972; Badr, 1983).

Seria interesante evaluar la frecuencia de la variacion
genética debido a biocidas en un curso de tiempo
prolongado en un ensayo de campo. Sin embargo
esta claro que la frecuencia de la variacién depende-
ra del cultivo. Estos resultados sugieren que puede
haber una region especifica en el genoma de cebo-
lla, que es extremadamente susceptible a la mutacién
generada por las condiciones de citotoxicidad por
biocidas. Parece posible que las mutaciones induci-
das por biocidas, en algunos casos, se asemejan a las
mutaciones somaticas que tuvieron lugar en la natu-
raleza y deben haber llevado a la formacion de las
diferentes variedades de especies vegetales, aunque
estas hipdtesis requieren una mayor investigacion
rigurosa. Sin embargo es preciso sefalar que en el
presente estudio no se observaron anomalias en los
tratamientos control.

Es un hecho bien documentado que Allium cepa ex-
puesto a sustancias toxicas genera condiciones de
estrés gendémico que podrian resultar en roturas cro-
mosoémicas. Muchos estudios han indicado que las
posiciones de ruptura no parecen ser al azar sino que
se producen en una regién de heterocromatina y po-
drian llevar a los cromosomas a una translocacion,
inversion o eliminacién (Benzion y Phillip, 1988; La-
pitan et al, 1988). En Allium sativum, estas regiones
de heterocromatina se encuentran en las regiones
proximales del satélite de los cuatro cromosomas que
llevan la region de organizacion nucleolar y tienen
la constriccion secundaria (Sato y Kawamura, 1981).
Seria interesante identificar estas regiones en otros
cultivos y caracterizarlo molecularmente a fin de de-
terminar si involucran perdida de genes favorables
para la especie vegetal.

Conclusiones

La presente investigacion revel6 que los biocidas usa-
dos ejercen un efecto mitodepresivo en las células
del meristemo de la raiz de Allium cepa; teniendo la
capacidad de producir aberraciones cromosémicas y
efectos toxicos a largo plazo. La presencia de cambios
a nivel citogenético, se observod incluso en dosis por
debajo de la dosis recomendada. La dosis recomen-
dada de uso, es similar al CI50 para cada biocida, sin
embargo esta produce anomalias en el ciclo celular.
Tanto el CI50 y la inhibicion mitética al 50% coinci-
den con la dosis recomendada de uso V1 y P1 para
vertimec y pentacloro respectivamente. El método
usado ha permitido conocer la citotoxicidad celular y
genotoxicidad cromosémica producida por biocidas
usados en la agricultura y su potencial efecto sobre la
estabilidad genética.
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