EL FOSFATO IMPIDE EL EFECTO INHIBITORIO DEL ARSENICO
PENTAVALENTE SOBRE EL CRECIMIENTO DE RAICES DE CEBOLLA
(Allium cepa L)

Phosphate prevents the inhibitory effect of pentavalent arsenic on root
growth in onions {A//ium cepa L.)
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containing As*®, was also studied.

of these effects is a function of As™®

SUMMARY

The effects of As™® on root growth of Allium cepa L. was studied, including an analysis of root longi-
tudinal growth, frequency of mitotic cells in the meristematic zone, and interphase duration of these
proliferating cells. Additionally, the consequences of the presence of P** in the incubation solution

As*S induced a drastic fall in the longitudinal root growth and in the frequency of mitosis in the me-
ristematic region, as well as an elongation of the interphase in these proliferating cells. The intensity
concentration.

The simultaneous presence of P*S in the As*® in the solutions used for root incubation, prevents the
effects produced by As*®. This action depends on the (P) / {As) quotient.

INTRODUCCION

La presencia de metales pesados y otras sustancias
contaminantes en el agua de riego, constituye un gra-
ve problema, que afecta a la produccién de alimentos
y a la salud de la poblacion que los'‘consume. E!l arsé-
nico pentavalente (As™) es uno de estos elementos
contaminantes, siendo su concentracién en aguas de
riego en la zona norte de Chile, superior a la aceptada
por normas nacionales (INN, 1978) e internacionales
(Schroeder y Balassa, 1966).
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El efecto del As*S sobre el crecimiento radicular ha
sido analizado en cebolla (A//ium cepa L.} (Pepper y
otros, 1988). En la ralz de cebolla coexisten tres pro-
cesos que concurren a la elongacion de este 6rgano.
Estos son: proliferacion, crecimiento y diferenciacién
celulares. Asf, en la zona meristematica del dpice radi-
cular, se encuentra una poblacion de células en conti-
nua proliferacion. En direccion proximal al bulbo,
existe una zona de diferenciacién en la que las células
que provienen de la zona meristematica crecen en sen-
tido longitudinal, adquiriendo caracteristicas fenoti-
picas particulares. En condiciones estables de cultivo,
el crecimiento monoaxial de la raiz estd en equilibrio
dindmico; esto. es, la proliferacion y elongacién celu-
lares permanecen constantes en el tiempo (Lopez—
Saez y otros, 1975).

Se ha demostrado que el As™ inhibe reversible o irre-
versiblemente el crecimiento longitudinal de la raiz de
cebplla en forma dependiente de su concentracion en
el medio. Esta inhibicién se debe, en parte, a una dis-
minucion de la actividad proliferativa en la zona me-
ristemdtica; concomitante a ello, se produce un alar-
gamiento del ciclo celular (Pepper y otros, 1988).
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El As™ actla sobre el metabolismo celular, compi-
tiendo con fésforo pentavalente (P *°) en diversas
reacciones bioguimicas. La union de As* a determi-
nadas moléculas produce compuestos inestables no
funcionales, en un proceso que se denomina arseno-
lisis (Klaasen, 1980). Considerando que la fosforila-
cion es un mecanismo bioguimico bdsico en el meta-
bolismo celular, cabe suponer que el As*® puede in-
terferir con una gran variedad de procesos metaboli-
cos. De esta manera, puede desacoplar la fosforilacion
oxidativa a nivel de cadena respiratoria o de sustrato
{Ginsburg y Lotspeich, 1973), inhibir la sintesis de
acidos nucleicos y protefnas (Peters y otros, 1976), in-
terferir con el transporte activo a través de membra-
nas (Rothstein, 1963), etc. Asimismo, se podria supo-
ner que podria interferir con la fosforilacién de pro-
tefnas. Estos efectos del As*® dependen de la relacion
(P) / (As) presente en el sistema en estudio {Scarbo-
rough, 1975; Schroeder y Balassa, 1966).

En consecuencia, es posible postular que el P*5 impi-
de la inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz
de cebolla, producida por el As™3, cuando ambos ele-
mentos se agregan en forma simultdnea al medio de
incubacion, en condiciones de concentracion adecua-
das. En este trabajo, se presenta evidencias que apo-
yan esta hipotesis.

MATERIALES Y METODOS

Bulbos y rarces adventicias: Se utilizaron bulbos de
cebolla variedad perfa, con un peso promedio de 20 g.
Las raices adventicias se obtuvieron sumergiendo la
base de los bulbos en agua potable de pozo filtrada,
contenida en tubos de vidrio, a los que se adapt6é un
sistema de burbujeo constante de aire (10—20 ml/
min). El cultivo se efectué en un incubador a 15+
0,50 C, en la oscuridad.

Incubaciones: Los bulbos control se incubaron en
agua potable de pozo filtrada. Los tratamientos con
As™> se hicieron utilizando soluciones de arsenato de
sodio en concentraciones de 1 a 3 ppm del elemento,
preparadas en dicha agua. Los tratamientos con P*3
se efectuaron en soluciones de fosfato de sodioy po-
tasio en concentraciones de 2, 3, 6 y 9 ppm, calcula-
das considerando foésforo elemento. Todos los trata-
mientos se iniciaron una vez que las rafces alcanzaran
una longitud de 2 a 3 cm. Las soluciones se renovaron
cada 24 horas. El pH de estas soluciones, controlado
antes y después de cada tratamiento, fluctué entre
7,2 y 7,5; el del agua potable de pozo filtrada fue de
7,7.

Crecimiento radicqlar: Se determiné midiendo la lon-
gitud de 10 a 12 raices {previamente individualizadas)
por bulbo, cada 24 hr, durante 96 hr.
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Actividad proliferativa: Se cuantificé determinando la
frecuencia de células en mitosis en el dpice radicular.
Rafces obtenidas después de 0, 12, 24 y 48 hr de ini-
ciado el tratamiento, se fijaron en etanol—acido acé-
tico, 3:1 v/v, durante 24 hr a 40 C. Luego de tefiidas
con orceina acética clorhrdrica (Tjio y Levan, 1950},
se efectud aplastados de la region meristematica. Se
determind la frecuencia de células en mitosis en mil
células por aplastado.

Duracion de la interfase: Se determind en una pobla-
cion de células meristematicas sincronicas, obtenidas
mediante un tratamiento de la raiz con cafeina. Esta
droga inhibe la citocinesis; en consecuencia, todas
aquellas células que se encuentren en telofase durante
el tratamiento quedan marcadas como células binu-
cleadas (Giménez—Martin, Gonzélez—Fernédndez vy
Lopez—Sdaez, 1965). Esta poblacion avanza sincréni-
camente por el ciclo celular, iniciando la mitosis hacia
las 23 hr después de terminada la incubacién con ca-
feina, a 150 C (LoOpez—Séaez, Giménez—Martin y
Gonzalez—Fernandez, 1966).

Bulbos con rafces de 2—3 cm de largo, se incubaron
en una solucion de caferna 5 mM durante 1 hr. Luego
se lavaron en agua potable de pozo filtrada y se trans-
firieron a soluciones de As*® y/o P**, donde se man-
tuvieron hasta el término del experimento. A fin de
estudiar la cinética de entrada de células binucleadas
en mitosis, se fijaron 3—5 rafces, a las 24, 30, 32y 46
hr de iniciado el tratamiento con cafefna, y se proce-
saron de la manera indicada para medir actividad pro-
liferativa. Se cuantifico la frecuencia de células binu-
cleadas en mitosis.

L.a duracion de la interfase se calcul6 segiin el método
descrito por Loépez—Séez y otros, 1966, determinan-
do el punto en el que la recta de regresion calculada
en la zona ascendente de la curva de entrada en mito-
sis, corta el eje de la abscisa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer término, se analizé el efecto de diversas
concentraciones de As*® sobre el crecimiento longitu-
dinal de la rafz (Figura 1). Se observa que un trata-
miento con 2 ppm de As™S disminuye la velocidad de
crecimiento radicular en relacién al control. Con 3
ppm, se detiene el crecimiento a partir de las 24 hr,
sin que ello se deba a muerte radicular. Estos resulta-
dos confirman que el As™ produce una inhibicién
del crecimiento radicular, cuya intensidad depende de
su concentracion en el medio (Pepper y otros, 1988).
Diversos estudios muestran que el As*® actda sobre el
metabolismo celular, compitiendo con P*5. Se estu-
di6 el efecto de la coadministracion de P** y As*®,
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FIGURA 1. Efecto de As™ sobre crecimiento longitudinal
de la raiz @ ®: Control; O-—--0:2 ppm As+5; A A3
ppm As+5.

FIGURE 1. Effect of As™ on root growth.

en proporciones 1:1 y 3:1 (figuras 2 y 3), sobre el
crecimiento longitudinal de la raiz. La Figura 2A
muestra que 2 ppm de P*% no son capaces de impedir
el efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular de
2 ppm de As*®. Cuando se utiliza P*® y As*® en rela-
cion de concentraciones de 3:1, el crecimiento radicu-
lar es similar al de los controles (Figura 2B). La Figu-
ra 3A muestra que 3 ppm de P*S impiden s6lo par-
cialmente el efecto inhibitorio de 3 ppm de As*%, ob-
servdndose en todo caso una velocidad de crecimiento
menor que los controles. Cuando se utiliza P*5 en
proporcién tres veces mayor que As*®, el crecimiento
radicular sigue una cinética similar a la de los contro-
les. Estos resultados indican que el P*® tiene un efec-
to protector sobre la inhibicion del crecimiento radi-
cular producida por el As™®. Este efecto protector de-
pende de la relacién (P) / (As). Asf, una relacién igual
a 1 no impide (Figura 2A), o lo hace sélo parciaimen-
te (Figura 3A), la inhibicion del crecimiento longitu-
dinal provocada por el As*®. Por el contrario, una re-
lacién de 3:1, impide completamente el efecto inhibi-
torio de As*® sobre el crecimiento radicular (figuras
2By 3B).

La inhibicién del crecimiento radicular provocada por
el As*S puede atribuirse a interferencia del elemento
con fendmenos relacionados con la proliferacion celu-
lar en la zona meristemdtica y/o con alteraciones de
la elongacion celular en la zona de diferenciacién. Se
estudié la primera de estas alternativas, analizando el
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FIGURA 2. Efecto de P+5, coadministrado con 2 ppm de
As ", sobre crecimiento longitudinal de la raiz, A} @----@;
Control; A-A; 2 ppm P ; 00 2 ppm As™: A2 2
ppm As > +2 ppm pts, B) &
pt%; 002 ppm As*S; m
FIGURE 2. Effect of P+5, coadministered with 2 ppm of
As™7, on root growth.

efecto del As™S sobre la proliferacion celular. La Fi-
gura 4 muestra que la frecuencia de células en mitosis
disminuye progresivamente con 2 ppm de As*®, al-
canzando un minimo hacia las 24 hr de tratamiento.
Esta inhibicion es transitoria, puesto que se observa
una recuperacién de la actividad proliferativa hacia
|as 48 hr de incubacion con As™®.

Estos resultados sugieren que: 1) el Ast® bloquea el
ciclo de divisién celular en una etapa anterior a la mi-
tosis y 2) el bulbo de cebolla presenta mecanismos de
eliminacién o neutralizacion del As*S.




328

AGRICULTURA TECNICA —VOL 48 — N°4 — 1988

20
Eﬁo—
®
ENN
S 0
s . A
R}
=
‘o
_53204
104
0+ 8
0 24 48 72 96
Horas

FIGURA 3. Efecto de P%-, coadministrado con 3 ppm de
As™, sobre crecimiento longitudinal de la raiz. A) @--—--@;
Control; A-4A: 3 ppm P+5; O------0: 3 ppm As+5; A A
3 ppm As? +3ppm P . B) ®: Control; D-----0:9
ppm PS5 ; O O: 3ppmAstS; B
pts

FIGURE 3. Effect of P, coadministered with 3 ppm As™*°,
on root growth.

Cuando las raices se incuban en soluciones de As™ y
P*S simultdaneamente, se observa que una relacién de
concentraciones de (P} / (As) igual a 1:4 no impide el
efecto inhibitorio del As™ (Figura 4). Cuando ambos
elementos estéan en igual concentracidn en el medio,
se produce una disminucién de la frecuencia de célu-
las en mitosis, con una cinética similar pero menos in-
tensa que la producida sélo por el As*®. Finalmente,
cuando el P™® estd en una concentracidn tres veces
mayor que el As*S | la frecuencia de células en mitosis
es similar a los conhtroles. En consecuencia y de igual
forma que lo descrito para-el crecimiento longitudinal
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FIGURA 4. Efecto de P+5, coadministrado con 2 ppm As+5,
sobre actividad proliferativa del meristema radicular. Barra de
puntos representa frecuencia de mitosis en meristemas con-
trol. O-—0: 2 ppm As*®; A A2 ppm AsTS + 0,5 ppm
P+S§ [ e 2 2+g)pm Ast +2 ppm P A A2 ppm
As+ +6ppmPT.

FIGURE 4. Effect of P+5, coadministered with 2 ppm of
As 7, on proliferative activity in the meristematic zone of the
roots. The pointed bar represents frequency of mitosis in the
control meristems.

de la raiz, se observa un efecto protector dei P** so-
bre la disminucién de la frecuencia de células en mito-
sis inducida por el As™>. Este efecto protector s6lo es
evidente cuando la concentracién es, por lo menos,
tres veces superior a la de As*+ .

De estos resultados expuestos, destaca el hecho que
una concentracion de 2 ppm de As*® presenta una
disminucién transitoria de la frecuencia de células en
mitosis. Se puede postular que ello se debe a la movi-
lizacion de P*5, desde el bulbo hacia el apice de la
raiz desviando la relacién (P) / (As) en favor del pri-
mero. La movilidad del P*5 en los distintos comparti-
mentos de la planta, asf como su rdpida incorporacién
a moléculas celulares, han sido descritas (Mengel y
Kirkby, 1978). Este resultado puede explicarse postu-
lando que la unién de'As™® a moléculas biolégicas im-
plicadas en el ingreso de células a mitosis, es reversi-
ble. Otra explicacion probable y no-excluyente con la
anterior deriva de proponer un répido recambio para
la {0 las) molécula(s) biolégica(s) que unen el As*®.
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Por otra parte, los resultados mostrados en las figuras
2B, 3B vy 4, sugieren que la afinidad del As™> por gru-
pos funcionales de moléculas bioldgicas involucradas
en el crecimiento de la rafz y en el entrada de células
en mitosis, es més alta que la del. P*>. Esto es aun mas
evidente si se considera que el P estd normalmente
presente en el medio intracelular del meristema radi-
cular. Esta proposicién explicaria la necesidad de una
concentracion de P+ superior a la de As*® para im-
pedir la accion inhibitoria de este Gltimo elemento so-
bre los dos procesos biolégicos aludidos: crecimiento
longitudinal de la raiz y frecuencia de mitosis.

Considerando los efectos del As™> sobre el metabolis-
mo celular, se puede postular que la presencia conti-
nua del elemento en el medio de incubacién podria
derivar en una mayor duracion del ciclo celular. Esta
proposicion proveeria de otra explicacion para el
efecto inhibitorio del As*® sobre el crecimiento de la
raflz y sobre la frecuencia de células en mitosis en el
‘meristema proliferativo. En estudios previos en este
sistema, se demostrd -que la duracion de fa interfase
de las células del comportamiento proliferativo se du-
plica en raices tratadas con 2 ppm de As*™> (Pepper y
otros, 1988).

En el Cuadro 1 se muestra que, en agua potable de
pozo filtrada, la duracion de la interfase es de 20,8 hr,
aumentando a 46 hr en presencia de 2 ppm de As*S,
Rafces tratadas con 6 ppm de P™5, presentan una du-
racion de la interfase de sélo 4,2 hr mayor que la de
los controles. Un efecto similar a éste se observa cuan-
do se administra simultaneamente P*5 y As™5, en re-
lacién 3:1. Estos resultados muestran claramente que
la presencia de P** en la solucién de incubacion con-
teniendo As*®, impide la elongacién de la interfase
producida por As™S. Por otra parte, estos datos coin-
ciden con los de Van't Hof y. Wilson (1962), quienes
trabajando en Pisum sativum, establecieron que agen-
tes desacoplantes de la fosforilacion oxidativa aumen-
tan el tiempo del ciclo celular. Considerando que el
As*® ha sido postulado como un agente desacoplante,
su efecto sobre la duracién de la interfase podria ser
atribuido a esta propiedad.

CUADRO 1. Efecto del As™** y el P*5 sobre Ia
duracion de la interfase en células meristeméticas
sincronicas

TABLE 1. Effect of As+5 and p*S on the interphase
duration in synchronic meristematic cells

. Duracién 1
Tratamiento nterfase

(horas)
Control 20,8 0,998
As"’5 2 ppm 46,0 —-
P** 6 ppm 25,2 0,961
At 2 ppm +ptS g ppm 26,2 0,949

r: coeficiente de correlacién.

Los resultados expuestos muestran que la presencia
de P** modifica el efecto inhibitorio de As*® sobre el
crecimiento de la rafz, de una manera dependiente
de la relacion de concentracion entre ambos elemen-
tos. Esto concuerda con diversos trabajos que plan-
tean dicha dependencia en otros sistemas bioldgicos.
Asi, Mandel, Mayersack y Riis (1965) describieron
que la inhibicién de la formacién de colonias de Bac-
cilus cereus mediada por As*®, depende de la rela-
cion (P) / (As). Por otra parte, en estudios efectuados
en Streptococcus faecalis, Harold y Spitz {(1975) ob-
servaron que la incorporacion de As*™® y P es un
proceso unidireccional modulado por ATP, v que la
incorporacion de As™S esta regulada por el P+ intra-
celular. En Neurospora crassa, Scarborough (1975}
demostr6é que la inhibicion del transporte de sorbosa
a través de membrana, producido por arsenato, es su-
primida por la presencia de fosfato. El mismo fené-
meno fue descrito por Da Costa (1972), en hongos.
Finalmente, Johnstone (1980) establecié que el Ast®
desacopla la fosforilacién oxidativa en mitocondrias

hepédticas y que este efecto no ocurre en presencia de
pts,

El hecho que se requiere de concentraciones de P*°
elevadas para impedir el efecto inhibitorio de As*®,
en crecimiento y proliferacion, sugiere que existe di-
ferente sensibilidad, por parte de estos fendomenos, a
la presencia del elemento. La ubicuidad de la accion
de As™® sobre el metabolismo celular hace dificil ad-
judicar a una reacciébn metabdlica determinada el
efecto inhibitorio provocado por este elemento sobre
el crecimiento de la rarz de cebolla. En términos gene-
rales, el efecto inhibitorio de As*S podrra ser atribui-
do a problemas energéticos derivados de su accion de-
sacoplante o bien a problemas de fosforilacion de pro-
tefnas especificas, necesarias para determinados even-
tos del ciclo de proliferacion celular. Estos efectos no
ocurrirfan en presencia de concentraciones més eleva-
das de P*5,

CONCLUSIONES

— El As™ inhibe el crecimiento longitudinal de fa
raiz en funcién de su concentracion.

— Dicho efecto se debe, al menos en parte, a una in-
hibicién transitoria de la proliferacién celular en la
zona meristemdtica y a un alargamiento de la dura-
cion del ciclo celular.

— La presencia de P* en la solucion de As™ impi-
de, total o parcialmente, el efecto inhibitorio de
éste sobre las variables estudiadas. La accion de
P*5 depende de la relacion (P) / (As).
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RESUMEN

Se estudi6 los efectos del As™> sobre el crecimiento
de la raiz de la cebolla (A/lium cepa L.}, enfocando el
analisis sobre las siguientes variables: incremento lon-
gitudinal, frecuencia de mitosis en la regiéon meriste-
matica y duracion de la interfase de las células en pro-
liferacién. Posteriormente, se investigd las consecuen-
cias de la presencia de fosfato (P*°) en las soluciones
de arsénico utilizadas para incubar las raices.

Se observd que As™S produce una disminucién dras-
tica en el incremento longitudinal de la raiz y en la

frecuencia de células en mitosis en la region meriste-
mética; ademds, aumenta la duracién de la interfase
de las células en proliferacién. La intensidad de estos
efectos es funcion de la concentracion de As™.

La presencia simultdnea de P> y As™S en las sofucio-
nes de incubacion de las raices, impide los efectos
producidos por As*S. Esta accién depende de la rela-
cion (P) / (As).
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