EFECTO DE PLOMO SOBRE EL CRECIMIENTO RADICAL DE
CEBOLLA (Allium cepa L.)"

Effect of lead on onion (Allium cepa L.) root growth.

Laura Ochoa M.2, Cecilia Leyton M.3, Jorge Sans P.2 e Inés Pepper B.4

zone and on oxygen consumption in the root tip.

respiration.

SUMMARY

The effect of lead on Alfium cepa L. root growth was studied. This work includes an analysis of its effects
on root longitudinal growth, on mitotic activity in the meristematic zone, on cellular elongation in the mature

Lead inhibits root growth in relation to dose in all studied concentrations including the maximal permmited
concentration established by the Nationai Normalization Institute of Chile (5 mg/L). Root growth inhibition
would be principally due to an alteration on cell elongation as a consecuence of impaired cellular
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INTRODUCCION

Los metales pesados, en su calidad de contami-
nantes ambientales, tienen como caracteristica en
comin et producir toxicidad cuando sus concentra-
cionas en organismos vivos sobrepasan ciertos
niveles criticos. El plome, al igual que otros metales
pesados, ne es biodegradable, acumulandose en
los organismos vivos aun cuando su incorporacion
sucesiva sea en cantidades pequenas. Por éstas y
otras razones, se ha establecido limites de ingestién
admisibles o tolerables que no deben ser sobre-
pasados (Chiang, 1987). Con igual finalidad, se ha
determinado concentraciones maximas permisibles
en alimentos y en aguas de bebida y de riego
(Reglamento Sanitario de Alimentos, Chile, 1982).

La presencia de plomo comg contaminante am-
biental esta intimamente ligada a las grandes ciu-
dades, ya que es un elemento que surge de la com-
bustién de derivados del petrbleo en vehiculos de

1Recepcl6n de originales. 12 de diciembre 1591,
Esle lrabajo ha sido parciaimente financiado por el proyecto
FONDECYT 82-812.
Los aulores agradecen la valiosa colaboracién del Dr. Jorge
Ferrelra enlos experimenios de medicion de consumo de oxigeno
y de la Profesora Ménica Acufia P., por su asesoria en el analists
esfadistico de los resultados.

2instituto de Medicina Experlmental, Hospital osé Joaquin Aguirre,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Casilla 70058, Corteo
7. Santiago, Chile.

3Departamente de Biologia Celutar y Genética, Facultad de
Medicina, Divisién Norte, Universidad de Chile, Casilla 70061,
Correo 7, Santiago, Chile.

4Dopanamanto de Medicina Experimental, Faculiad de Medicina,
Divisidon Norte, Universidad de Chile, Casilla 70058, Correo 7,
Santlago, Chile.

transporte {Datta y Ghosh, 1985; Rodriguez-Caste-
ll6n, 1980) y sistemas de calefaccion. Ademas esta
relacionado con fabricas de baterias (Cooper, Wong
y Kheifets, 1985; Morales y Becker, 1986), plantas
procesadoras de oxidos de suifuro y molibdeno
{Morales y Becker, 1986), fundiciones de minerales
{Gonzalez, Bergquist e Ite, 1984) etc., pudiendo ser
incorporado a través de las cadenas tréficas a
plantas, animales y hombre {Chaney, 1985; Hernan-
dez, y otras, 1987; Shariatpanahi y Anderson, 1986).

Laincorporacién de plomo en cantidades excesivas
a los vegetaies produce alteraciones en procesos
enzimaticos y hormonales, afectando especialmente
ia respiracién a nivel mitocondrial {Hasan, Vihko y
Hernberg, 1967; Mengel y Kirkby, 1978). En el
hombre, los efectos mas relevantes son aquellos que
afectan a glébulos rojos por interferencia con la
sintesis del grupo prostético Hem (Louria, Joselow
y Browder, 1972).

La definicién de métodos biotdgicos y la evaluacion
de dafio por toxicidad de los contaminantes, ha sido
considerada como un avance necesario para
orientar a las autoridades en el establecimiento de
normas acerca de los niveles maximos permitidos
para cada uno de eilos (INJA, 1987). Con este
propdsito, se ha utilizado las raices de bulbos de
cebolla como modelo experimental para estudiar ei
efecto bioldgico de contaminantes (Pepper, Galanti
y Sans, 1987, 1988a, 1988b y 1988¢).

El cultivo de bulbos de Alfium cepa L., en agua
potable, induce la brotacidn de 20 a 50 raices
adventicias isogénicas. Bajo condiciones reguiadas
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de aireacién y temperatura, las raices crecen en
equilibrio dindmico (Calvo y otros, 1982), mante-
niéndose constantes en el tiempo procesos tales
como numero de células en divisidn, duracién del
ciclo celular y cada uno de sus periodos, frecuencia
de células en los distintos compartimentos del ciclo
celular, nimero de células que se diferencian, etc.
Ademas, la alta permeabilidad de la raiz permite un
intercambio activo y permanente con elementos
presentes en el medio de incubacién. Las
caracteristicas de las células radicales permiten
efectuar una estimacién cualitativa y cuantitativa del
efecto deo diversas sustancias sobre los parametros
propios del ciclo celular y del proceso de
diferenciacién celular.

En este trabajo se investiga el efecto de plomo sobre
el crecimiento de raices de bulbos de cebolla
(Allium cepa L.) y los pardmetros que lo sustentan,
es decir, proliferacidn y elongacidn celular. Ademas,
se estudia el efecto de este metal pesado sobre el
consumo de oxigeno de |as raices.

MATERIALES Y METODOS

Material. Se utilizé raices adventicias de bulbos de
cebolla Allium cepa L., variedad Perla, de un pesc
promedio de 20 gramos. Las cebollas fueron
cosechadas durante los meses de febrero y marzo
y fueron adquiridas en la Vega Central de Santiago.
Se mantuvieron en cajas de cartén, distribuidas en
monocapas. Permanecieron a temperatura ambiente
y en la oscuridad hasta el momento de ser utilizadas
en los experimentos.

Cultivo. Las raices se obtuvieron sumergiendo la
base del bulbo en agua potable filtrada contenida
en tubos de 80 ml a los cuales se adaptd un sistema
de aireacién continua de 10 a 20 ml, por minuto. El
sisterna de cultivo se mantuvo en un incubador
termorregulado (Precission Corp. USA) a una
temperatura constante de 15 = (,5 °C y en
oscuridad. El pH del agua se ajustd con Acido nitrico
1 N hasta alcanzar un valor de 8,5.

Tratamientos. Se utilizé solucicnes de nitrato de
plomo preparadas en agua potable filtrada a pH 6,5,
en un rango de concentraciones que incluyé la
concentracién maxima permitida por el Instituto
Nacional de Normalizacién de Chile {5,0 mg/L de
ptomo). Las concentraciones utilizadas fueron: 2,5;
5,0, 7,5; 10,0 y 12,5 mg/L del elemento Pb. Los
bulbos enraizados, se incubaron en estas solu-
ciones después de 48 hr de cultivo en agua,
momento en ol cual ellas han alcanzado una cinética
de crecimiento en equilibrio dindmico. Las solu-
ciones de plomo se renovaron cada 24 hr y plantas
enraizadas de control se mantuvieron en agua
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potable filtrada por un tiempo equivalente a los
tratamientos con el elemento. Se obtuvo muestras
de raices en los tiempos indicados para cada
experimento en particular.

Crecimiento radical. Se determind midiendo la
longitud de 10 a 12 raices por bulbo {previamente
individualizadas), cada 48 hr durante 144 horas,

Actividad proliferativa en la zona meristematica.
Se cuantificd determinando la frecuencia de células
an mitosis en el apice de raices obtenidas después
de 48, 96 y 144 hr de iniciado el tratamiento, Las
raices se fijaron en etanol-Acido acético 3:1
volumen/volumen durante 24 hr a 4 °C, y luego de
ser tefiidas con orceina acética clorhidrica (Tjio y
Levan, 1950) se realizé preparados histolégicos
aplastando la regi6én meristematica en el portaobjeto
con el fin de obtener |a disgregacién de las células
en monocapa. Se determind la frecuencia de células
en mitosis en mil células por aplastado (Indice
Mitético o .M.}, Para cada punto experimental y
control, se cuantificé un promedio de 10 raices.

Longitud celular en la zona madura de la raiz. La
longitud de las células epidérmicas en la zona
madura de la raiz (10 a 20 milimetros desde el apice
radical) se midié in vivo en un microscopio éptico
marca Olympus utilizando un objetivo de 40x y un
ocular micrométrico, marca Olympus, de 10x. La
longitud celular se midid después de 96 hr de
iniciados los tratamientos continuos, con las dife-
rentes concentraciones de plomo antes sefaladas.
Se midieron de 100 a 150 células por raiz, en 3 a 4
raices por tratamiento.

Consumo de oxigeno de la raiz. El consumo de
oxigeno de raices controles y experimentales, se
midid polarograficamente con un electrodo de
oxigeno tipo Clark N2 5331 (Yellow Springs Instru-
ments Co.), colocado horizontalmente en una ceida
de vidrio de 1,8 ml de volumen y termorregulado a
25 °C. Se valoré el consumo de oxigeno en seg-
mentos de raices de 1 cm de longitud (apice),
obtenidos después de 96 hr de tratamientos
continuos con las distintas concentraciones de
plomo y también en raices tratadas en forma
continua con plomo durante 48 hr, seguida de una
posterior incubacién en agua potable filtrada durante
otras 48 horas. La velocidad de consumo de oxigeno,
en nanomoles de oxigeno por minuto, por gramo de
tejido, se expresd en los resultados como porcentaje
de consumo de oxigeno en relacién al control.

Procedimientos estadisticos. La significancia de
los resultados de actividad proliferativa (I.LM.) se
determiné por el método no paramétrico de
Wilcoxson {Sokal y Rohly, 1969). En el analisis de
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los resultados de crecimiento radical se utilizd la
prueba T de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del efecto de plomo sobre el
crecimiento radical muestran una visidn global de
la accion del elemento sobre el modelo biolégico
utilizado. En la Figura 1 se observa una disminucién
progresiva en la velocidad de crecimianto radical la
cual es dependiente tanto de la concentracion de
plomo como del tiempo. Estos mismos resultados,
expresados en la Figura 2 como tasa de crecimiento
{diferencia entre longitud final e inicial de la raiz en
el tiempo totat de tratamiento), permiten observar
con mayor claridad el efecto inhibitorio de plomo
sobre el crecimiento de la raiz. Es importante sefialar
que fa concentracién maxima permitida por el
Instituto Nacional de Normalizacion (INN, 1978),
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FIGURA 1. Efeclo de distintas concentraciones de plomo sobre el
crecimiento longitudinal de la rafz.

FIGURE 1. Etfect of different lead concentrations on root longitudinat
growth,

para aguas de distintos usos (5 mg/L), ejerce un
efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
radical ya a las 86 hr, correspondiendo su longitud
aun 56,7% de los controles.

Estos resultados concuerdan con lo sefalado por
Barceld y Pochenrieder {(1983), quienes han
afirmado que las raices de cebollas responden ante
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FIGURA2. Tasa de crecimienio radical en bulbos contraf y tratados con
diferentes concentraciones de plomo.

FIGURE 2. Root growth rate in contral and lead treated onion bulbs.

la presencia de metales pesados con una signi-
ficativa reduccién de su crecimiento. Asimismo, se
ha descrito reduccién del crecimiento radical de
Allium cepa L., en presencia de diversas concen-
traciones de arsénico y cobre (Pepper, Galanti y
Sans, 1988a y 1988b). Los resultados de este
trabajo, y los de aguellos previamente citados,
apuntan a que los distintos metales pesados
ejercerian un efecto fitotdxico cuando superan cierta
concentracién critica, la cual es distinta para cada
uno de sllos. Este hecho, permite enfatizar en la
necesidad de determinar la concentracién que
presenta fitctoxicidad inicial para cada elemento en
particular.

El efecto inhibitorio de plomo sobre el crecimiento
radical puede ser producto de una alteracién de la
divisién cefular en la zona meristematica y/o una
alteracién del proceso de elongacidon celular en la
zona de maduracion de {a raiz.

La frecuencia de células en mitosis en raices de
plantas sumergidas en soluciones con la totalidag
de las concentraciones probadas, no presenta
cambios significativos, manteniéndose los valores
encontrados en el rango de los controles {13,2% =
0,9). Este hecho, puede significar que el plomo no
afecta al ciclo celular, o bien, que cada una de sus
etapas transcurre con mayor lentitud. Considerando
que &l plomo afecta el metabolismo oxidativo celular
y que el ciclo celular es dependiente de energia, lo
més probable es que el ciclo proliferativo de las
celulas meristamaticas sea més lento en las raices
tratadas con este metal pesado.
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El comportamiento proliferativo de las células
meristematicas, en raices tratadas con plomo difiere
de aquel encontrado para arsénico y cobre (Pepper,
Galanti y Sans, 1987, 1988a y 1988b}), en los cuales

si se producen cambics significativos. Esto confirma

lo establecido por Barceld y Poschanrieder (1989),
quienes consideran que cada elemento tdxico
opera de manera distinta y peculiar sobre los
vegetales.

Los resultados del estudio de! efecto de plomo
sobre el otro pardmetro del crecimiento radical, |a
elongacién celular, se muestran en la Figura 3. En
ella, las celulas epidérmicas de |la zona madura de
la raiz, estan agrupadas en intervalos de menor a
mayor longitud. Se puede observar una mayor
frecuencia de células ubicadas en los rangos de
menor longitud, en las raices tratadas que en las
control. Asi, alrededor de un 90% de las céiulas de
las raices tratadas con plomo, presentan un tamarfio
menor que las controt. |.a longitud promedio de las
células epidérmicas, es menor en las raices tratadas
con las tres concentraciones de plomo analizadas
{Cuadro 1). En este cuadro, se relaciona la longitud
radical con la longitud celular promedio e indice
mitético, después de 96 horas de tratamiento con
plomo. Estas tres mediciones se realizaron simul-
taneamente en las mismas raices. Se aprecia que
tanto los valores de longitud radical como los de
longitud celular disminuyen en forma directamente
proporcional a la concentracién de plomo, man-
teniéndose |a frecuencia de células en mitosis en el
rango control. Estos resultados permiten atribuir a
un alteracién en la elongacién celular |a res-
ponsabilidad principal en la inhibicién del cre-
¢imiento radical inducido por plomo.

La inhibicidn de la elongacién celular podria deberse
a un efecto nocivo del plomo sobre algln aspecto
importante del metabolismo de estas células. Con
el fin de estudiar si el plomo afecta el metabolismo
oxidativo en este sistema, se midié el consumo de
oxigeno después de 96 hr de tratamiento continuo
con diversas concentracionses de este metal. En
efecto, los resultados obtenidos (Cuadro 2) mues-
tran que el consumo de oxigeno disminuye después
de una incubacién de 96 hr, en tres concentraciones
crecientes de plomo. Esta disminucién es de una
magnitud similar en las tres concentraciones
estudiadas.

Para analizar una posible reversibilidad de los
efectos de plomo observados, las raices se trataron
durante 48 hr con el metal pesado, incubandolas
posteriormente en agua por otras 48 hr, El consumo
de oxigeno se midi6 al término de estos dos
intervalos (Cuadro 2). Se cbserva que el consumo
de oxigeno, que disminuye levemente despues de
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FIGURA.3. Efecto de plomo sobreta longitud celular enla zona madurs,
de raices tratadas con diversas concentraciones del elemento.

FIGURE 3. Effect of lead on cellular length in the mature zone of roots
treated with different concentralions of the element.

48 hr de incubacién con Pb, recupera niveles un
poco superiores a los controles después de la
incubacién en agua. Al medir en las mismas raices
la longitud radical a las 48 y 96 hr se observa que
con todas las concentraciones analizadas la cinética
de crecimiento radical se recupera una vez
suspendido el tratamiento con plomo (Figura 4).
Estos resultados sugieren que el efecto de plomo
sobre el crecimiento radical durante 48 ht, produce
cambios reversibles.

Antecedentes de la literatura, sugieren que las
células afectadas por plomo pueden presentar una
gran variedad de alteraciones metabélicas. El plomo
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CUADRO 1. Efecto de plomo sobre longitud radical, longitud celular en la zona madura e indice
mitético en la zona meristematica de la raiz

TABLE 1. Effect of lead on radicular length, on cellular length in the mature zone and on mitotic index
in the meristematic zone of the root tip

Longitud Longitud Indice
radical celular mitético
Tratamiento {mm) {pm) (%)
Cantrol 715 = 13,11 3355 + 1424 13,2+ 0,9
50mg/L 330 95 2366 £ 64,7 155 + 1,7
10,0 mg/L 205+ 79 2215+ 551 11,122
12,5 mg/L 169+ 38 2064 + 700 11,8 £ 35
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FIGLIRA 4, Crecimiento radical en bulbos de cebollatratados por 48 hr
con diferentes concentraciones de plomo e incubados postariormente
por 48 hr en agua potable.

FIGURE 4. Root growth in onion buibs treated for 48 hr in different lead
concentrations and Incubated afler-wards for 48 hr in tap water.

CUADRO 2. Efecto de plomo sobre el consumo
de oxigeno en el dpice radical (%)

TABLE 2. Effect of iead on oxygen consumption
in the root apex (%)

48 hr Pb +

Tratamiento 48 hr Pb 96 hr Pb 48 hr H,0
Control 100,0 100,0 100,0
50mg/L 84,3 76,0 1020
10,0 mg/L 80,0 76,0 102,3
12,5 mg/L 80,0 74,2 11,8

forma quelatos con grupos prostéticos de enzimas
tales como catalasa, peroxidasa, citocromo y
citocromo-oxidasa {(Klaasen, 1988). También aitera
la bomba catiénica por inhibicién de la Na‘t/K*
ATPasa en membrana y mitocondrias {Hasan, Vihko
y Hernberg, 1967), entre otros efectos. Por lo tanto,
se puede sugerir que el mecanismo principal
responsable de los efectos descritos, radica en
alteraciones en la respiracidn celular mitocondrial y
en el transporte a través de membrana. Esto se
traduce, entre otros, en una inhibicidén de todos los
procesos dependientes de energia responsables de
la proliferacién y elongacidn celulares que dan
cuenta del crecimiento radical.

Los resultados presentados, permiten concluir que
plomo afecta el crecimiento radical de Alfium cepa
L. alterando fundamentalmente el proceso de
elongacién celular. La disminucién concomitante en
el consumo de oxigeno permite postular, como
causa, una alteracién en la respiracién celular.
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RESUMEN

Se estudié el efecto de plomo sobre ef crecimiento
longitudinal de !a raiz de Alfium cepa L. Se analizd
crecimiento longitudinal de la rafz, actividad
proliferativa de la zona meristemaética, elongacién
celular en la zona madura y consumo de oxigeno
en el Apice radical. E! range de concentracionas
utilizadas en este estudio incluyd la méaxima
permitida por el Instituto Nacional de Normalizacién
de Chile (§ mg/L).

Se observé que plomo inhibe el crecimiento
longitudinal de la raiz en forma dependiente de su
concentracién, produciendo alteraciones, principal-
mente en la elongacién de las células en la zona
madura de la raiz. Se postula que el efecto
observado se debe a una interferencia de este metal
pesado con el proceso de respiracién celular.

Palabras claves: Allium cepa L., cebolla, metales
pesados, proliferacién, raiz.
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