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Resumen

El bioensayo de porcentaje de indice mitético en Allium cepa, es
utilizado actualmente en varios campos de la ciencia y la industria
para determinar el potencial citotoxico de multiples compuestos,
por tener una gran sensibilidad, por ser de facil acceso, econémico
y por su practicidad en el momento de realizarse. En el presente
estudio se determind el porcentaje de indice mitético bajo unas
condiciones especificas de crecimiento del meristemo de la raiz A.
cepa (tiempo de crecimiento de 4 dias, agua de grifo cambiada dos
veces al dia, temperatura de 20 a 22 °C), para compararla con
estudios previos y observar la variabilidad o similitud de los
resultados. Se establecié que el porcentaje mitético bajo las
condiciones experimentales para este ensayo fue de 14.92
DE=+1.18, el cual presenta concordancia con estudios reportados,
pero también hay variabilidad en los datos que puede ser debido a
que el porcentaje de indice mitdtico puede estar influenciado por
las condiciones de desarrollo del meristemo de A. cepa como el
tipo de agua en la cual crece el bulbo, el tiempo de crecimiento de
las raices, el fotoperiodo, temperatura y estado fisiologico del
bulbo de cebolla. En conclusidn, el porcentaje de indice mitético
obtenido no presenta diferencias significativas con otros estudios,
siendo un modelo eficaz para su replicacion in vitro de la actividad
antimitotica.
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Abstract

The mitotic index percentage bioassay in Allium cepa is currently
used in many fields of science and industry to determine the
cytotoxic potential of multiple compounds, due to its high
sensitivity, because it is easy to access, economical and because of
its practicality in the moment to do it. In the present study, this
mitotic index percentage was determined under specific growth
conditions of the root meristem A. cepa (growth time of 4 days,
tap water changed twice a day, temperature between 20 and 22 °
C to compare it with previous studies and observe the variability
or similarity of the results. It was established that the mitotic
percentage under the experimental conditions for this trial was
14.92 SD+1.18, which is consistent with reported studies, but there
is also variability in the data that may be due to the fact that the
percentage of mitotic index may be influenced by the development
conditions of the A. cepa meristem such as the type of water in
which the bulb grows, the root growth time, the photoperiod,
temperature and physiological state of the onion bulb. In
conclusion, the percentage of mitotic index obtained no presents
significant differences with other studies, being an effective model
for in vitro replication of antimitotic activity.
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1. Introduccion

Existen diversos bioensayos que ayudan a evaluar efectos
citotdxicos de una sustancia o una mezcla de sustancias, un
ejemplo son los meristemos de Lilidceas como Allium cepay
Allium sativum, estas especies son frecuentemente utilizada
para estudios del proceso de division celular como parte del
ciclo celular [1, 2]. Ademas, desde que la prueba de Allium
fue introducida por primera vez por Leven (1938), los
bioensayos con meristemos de las raices de varias plantas
como A. cepa, A. sativum y Tradescantia, se utilizan

ampliamente para determinar los efectos biologicos de
productos quimicos. Adicionalmente, a las mencionadas
anteriormente, otros investigadores trabajan en evaluar la
division de células mitdticas en diferentes plantas, dentro de
las que se pueden mencionar Capsicum annum, Ocimum
sanctum, Triticum aestivum, Phaseolus vulgaris y Raphanus
sativus. EI meristemo de la punta de la raiz de Allium se
caracteriza por una masa homogénea de células que se
dividen rapidamente con 16 cromosomas grandes (2n= 16),
lo que lo convierte en un sistema ideal para los bioensayos.
Por lo anterior, las variaciones mitéticas asi inducidas en las
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células de la punta de la raiz de A. cepa pueden ser (tiles en
estudios citoldgicos [2,3].

En estudio recientes con Allium cepa, se reporta el efecto
citotoxico del glifosato, evidenciandose que, a mayor
concentracion de dicho quimico, menor fue el indice mitético
[4]. Asi como, otras investigaciones utilizan células
meristematicas de raices apicales de Pisum sativum y Lens
culinaris como bioindicadores del efecto citotdxico de
diferentes compuestos quimicos como el hipoclorito de sodio
[5,6] clorpirifos [7], malation [8], propinil [9] y paraquat,
observandose también inhibicion de la mitosis [10].

El analisis citolégico con respecto al comportamiento
mitético o meidtico es uno de los indices més confiables para
estimar la potencia de los mutadgenos. Los estudios de la
actividad antimitética empleando células meristematicas de
la punta de la raiz de A. cepa demuestra ser un sistema fiable,
eficiente y rentable para realizar pruebas del efecto
citotdxico, genotoxico y mutagénico [3,11]. También, se
conoce que algunos compuestos estimulan la actividad
mitética, mientras que otros provocan actividad
mitodepresiva y téxica. Estos compuestos mitodepresores
son eficaces contra las células que estan proliferando y
algunos de ellos producen un efecto citotéxico, ya sea
dafiando el ADN durante la fase S (sintesis) del ciclo celular
0 bloqueando la formacion del huso mitético en la fase M
(mitosis) [11].

Ademés, la prueba de A. cepa se estd utilizando para el
diagndstico de toxicidad de diferentes compuestos por su
gran sensibilidad, es por ello, que en la actualidad se viene
usando para monitorear el grado toxicoldgico de compuestos
farmacéuticos, alimenticios y contaminantes, entre otros,
esto debido a que facilmente se pueden obtener un
diagndstico citogenético. Esto implica que hay variaciones en
las divisiones celulares y una forma de determinarlo es
mediante el cdlculo del indice mitotico en el meristemo de las
raices. De manera que, la prueba de A. cepa aprovecha la
consecuencia de la disminucion del indice mitético,
expresada en el menor desarrollo radicular, observando asi
diferencias significativas entre compuestos a distintas
concentraciones, y tiempos de exposicion. [12,13,14]. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue resaltar la
aplicabilidad de la prueba de indice mitético en células
meristematicas de A. cepa y comparar los datos del % IM
obtenido en condiciones ambientales controladas con los %
IM reportados en otros estudios en el ensayo control.

2. Métodos y materiales

2.1 Indice Mitdtico

Las zonas radiculares de las cebollas (A. cepa) se limpian
para eliminar partes secas (catéafilas y raicillas). En un frasco
con agua de grifo se colocaron los bulbos de A. cepa en
contacto del disco germinativo con la superficie del agua,
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este montaje se estableci6 4 dias antes de su uso y se
mantienen en una zona aireada, entre 20 y 22 °C, ademas, se
recomienda cambiar el agua al menos 2 veces al dia.
Terminado el tiempo de crecimiento entre 2-3 cm de las
raices, se cortaron 2 mm de la punta de la raiz (meristemo) y
estos se colocaron por 20 minutos en la solucién de etanol-
acético (3:1 V/V). Posteriormente, se adicioné 1ml de una
disolucion de HCI 1N durante 10 minutos a 60°C. Las raices
se lavaron con agua fria por 4-5 minutos y secaron con papel
absorbente, finalmente, se realizd6 el montaje en el
portaobjetos, se agregd aceto-orceina durante 5 minutos a
50°C, se rompid el meristemo por la técnica de
aplastamiento, finalmente, los montajes se sellaron con
entelan y se examinaron con el microscopio éptico Nikon
Eclipse 80i [1,15]. Las diferentes fases de la mitosis se
cuentan para calcular el indice mitdtico (%IM) con la
siguiente férmula: %IM = TDC x100/ TC.

TDC= Total de células en division

TC= células totales (células en divisién y células en no
division) [2]

El registro micrografico se hizo utilizando la cdAmara Nikon
Ds-Fil. Para calcular el %IM, se contaron las células en 7
campos microscopicos (objetivo 100x). El valor del indice
mitético de A. cepa se compar6 con los indices mitoticos
obtenidos en otros estudios para esta especie de Lilliacea.

2.2 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 comparando las medias
aritméticas y su desviacion estandar del indice mitético, que
se calculd en este estudio y los reportados en otras
investigaciones para el ensayo control. Ademas,
posteriormente los datos se analizaron empleando el
programa GraphPad Prism, usando el andlisis de varianza
(ANOVA) de una via y el método de Dunnett’s, esto con el
fin de comparar las diferencias significativas entre el %IM
obtenido y los reportados en células meristematicas de A.
cepa.

3. Resultados y Discusion

Después del crecimiento de las raices de A. cepa como se
describié en la metodologia, los montajes se observaron al
microscopio y se contaron las células en las fases de profase,
metafase, anafase, y telofase de la mitosis (Fig. 1 a y b).
Posteriormente, se determind el indice mitético de las células
del meristemo de A. cepa, y se obtuvo un %IM de
14.92+1.18. Al comparar este resultado con los conseguidos
por otros estudios, se evidencié que el valor obtenido de
14.92+1.18 no presentd diferencias con registros de un %IM
14.440.854 y 14.43+0.307[1]. Por otro lado, también se
observé mayores diferencias en el % IM, ya que se reportaron
% IM de 4.3340.24 [11] hasta 26.1+1.6 [16] (Tab. 1).
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Tabla 1. Reportes del % IM en meristemo de A. cepa

Afo del Condiciones para la obtencién de la  %IM para el
estudio raiz de A. cepa en los bulbos de cebolla  meristemo de A. cepa

+DE

2010  Crecieron en agua de grifo durante 48 6,74+1.17 [17]
horas a temperatura de 22+1 °C, longitud
de laraiz2-2.5cm

2013  Se colocaron en agua de grifo por 3 dias, 14,4 +0.854 [1]
longitud de la raiz de 2-3 cm

2013  Se ubicaron en agua de grifo por 3 dias, 14.43+0.307 [1]
longitud de la raiz de 2-3 cm

2014  Se colocaron en agua de grifo por 48 4,33+0.24 [11]
horas a temperatura ambiente, posterior
se dejaron en agua destilada por 3, 6y 12
horas.

2014  Se mantuvieron en agua de grifo por 24 6,16+0.45 [18]

horas a temperatura ambiente (23 + 2 °
C), posterior se dejaron por 4 dias en la
oscuridad a temperatura ambiente.

2016  Se cultivaron en macetas que contenian 15,53+0.89 [3]
arena y suficiente agua. Cuando las raices
crecieron hasta 2-3 cm de largo, los
bulbos se sacaron, lavaron y colocaron en
agua destilada por 1 hora.

2018  Sepusieron en agua destiladaa 20 +2 °C 26,1 +1.6 [16]
y se protegieron contra la luz solar directa
durante 3 dias hasta que se obtuvieron
raices de 1 a 2 cm de longitud,
posteriormente, se dejaron por 24 horas
en agua destilada.

v . 2020 Los bulbos de cebolla de un tamafio 17,4+2.9 [4]
b B s & i promedio en diametro y peso se lavaron
Figural.ay de A. cepa en mitosis. N: nucleo, C: con agua corrient_e_ y se colocaron en
citoplasma, M: Metafase, A: Anafase, T: Telofase tardia y * citocinesis. rem_ple_ntes esterilizados con agua
Microscopia 6ptica, objetivo 100X mediante tincién de aceto-orceina. desionizada, a temperatura ambiente para
el crecimiento de la raiz por un tiempo de
Al comparar el %IM obtenido con los %IM reportados se 5550 ;2 horas._ asteriTad TXTSRT)
p n recipientes esterilizados con agua .6+1.
observd que el grupo de datos que se r_eportqron en un rango destilada se colocaron los. bulbos de
significativas con el obtenido en este estudio, mientras que se dejaron crecer las raices a temperatura
con el grupo de datos en un rango de 4.33+0.24 a 6.74+1.17 ambiente durante 3 dia.

existen diferencias significativas (p<0.0001). (Fig. 2).

También existen investigaciones del indice mitdtico en otras
30 especies de plantas en estudios de citotoxicidad de diferentes
compuestos quimicos, por ejemplo, es el caso de Lens
culinaris y Pisum sativum, donde se registraron %IM de

20 17.4+1.5, 18.4+1.5, 16.2+1.3, 15.2+6.3 y 17.6+0.8 para la
e primera especie, y de 19.2+2.48 para la segunda especie [5,
:!; = 6,7, 8, 9,10].

4. Conclusiones
Los resultados de los %IM obtenido en este estudio y los
H HE ; . reportados por otros autores en condiciones control para el
rooz 343 6 7 8 ? crecimiento del meristemo de A. cepa, indicaron que se
estudios presentaron variabilidad en los datos, desde %IM de
4.33+0.24 [11] hasta 26.1+1.6 [16], esto puede ser debido a
la diferencia en las condiciones de desarrollo de las raices
como el tipo agua (grifo o destilada) o en tierra, tiempo,
temperatura, fotoperiodos luz/oscuridad, asi como el estado
fisioldgico del bulbo de cebolla. Por lo anterior, se
evidenciaron diferencias significativas al comparar los datos

= %]IM Reportados  # %IM Obtenido

Figura 2. Comparacion del %IM reportados y obtenido en estudios de
meristemo de Allium cepa. **** (p<0.0001).
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del %IM (rango %IM de 4.33£0.24 a 6.74%1.17) con el
obtenido (14.92+1.18) (p<0.0001).

El %IM calculado en este trabajo es de 14.92+1.18, el cual
no presenté diferencias significativas con los reportados en
otros estudios (14.4+0.854 y 14.43+0.307) [1], siendo un
modelo eficaz para estudios in vitro de la actividad
antimitotica de diferentes compuestos sintéticos o naturales
en células meristematicas de la punta de la raiz de A. cepa. a
unas condiciones experimentales definidas.
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