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Resumen

Se estudio el efecto del vanadio sobre poblaciones meristematicas de cebolla a fin de deter-
minar la correlacion entre la concentracion y el tiempo de exposicion sobre el crecimiento, indice
mitoético (IM) y la induccion de aberraciones cromosomitas (AC). Los bulbos crecieron en agua fil-
trada a 25°C, el tratamiento fue llevado a cabo en las mismas condiciones experimentales, utili-
zando soluciones de pentoxido de vanadio a 0,25; 0,50; 0,75y 1,0 ppm por O, 12, 24,48y 72 h.
Un control fue llevado a cabo donde la solucién metalica fue sustituida por agua destilada. Des-
pués del tratamiento los meristemos fueron fijados con una solucién alcohol-acido acético (3:1) y
coloreada de acuerdo a la técnica de Feulgen. Los resultados muestran una correlacion positiva
entre la concentracion y tiempo de exposicion sobre la longitud de la raiz y una correlacion negati-
va con el IM. El analisis de varianza (ANOVA) demostré un efecto deletéreo de la concentracion y
tiempo de exposicion usado. Cada tiempo y concentracion produjo diferentes tipos de AC: esteki-
nesis, puentes anafasicos y efecto c-mitético. La prueba de Duncan mostré un incremento signi-
ficativo de la frecuencia de aberraciones cromosémicas con el curso del tiempo y la concentra-
cién. Se encontré también una correlacion positiva entre la estekinesis y la formacion de puentes
anafasicos, pero no con el efecto c-mitético. Se concluye un efecto téxico del vanadio sobre la po-
blacion celular estudiada dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion.
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Valoration of toxic effect of vanadium pentoxide
in onion meristems (Allium cepa L.)

Abstract

The effects of vanadium over populations of onion (Allium cepa) were investigated in order
to discover the correlation between concentration and time over root growth, interruption of Mi-
totic Index (MI) and induction of chromosomatic aberration (CA). Meristematic cells were grown
in filtered water at 25°C and treatments were carried out under the same experimental condi-
tions, using solutions of vanadium pentoéxide at 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0 ppm for 0, 12, 24, 48
and 72 h. A control was carried out where metal solution was substituted by distilled water. Af-
ter the treatment the meristems were fixed with alcohol - acetic acid (3:1) and colored according
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to the technique of Feulgen. Results showed a positive correlation between concentration and
time of exposure on length of the roots and negative correlation with MI. The analysis variance
(ANOVA) demonstrated a deleterious effect of exposure time and concentration used. Each time
and metal concentration used produced different types of CA: Stickiness, anaphases bridges
and c- mitotic effect. The Duncan test observed a significant increment of the frequency of abe-
rrations with the course of the time and concentration. It was also found a positive correlation
between stickiness and formation of anaphases bridges, but not with c-mitotic effect. It was
conclude a toxic effect of vanadium on the cell population studied dependent of the concentra-

tion and time of exposition.

Key words: Allium cepa; meristematic cells; toxicity; vanadium.

Introduccion

El vanadio es un elemento relativa-
mente abundante con una amplia distribu-
cion en la naturaleza, es emitido principal-
mente por fuentes naturales y por la quema
de aceites combustibles; a nivel industrial
es utilizado como catalizador en procesos de
oxidacion, particularmente en la conversion
del diéxido de sulfuro a triéxido durante la
fabricacion del acido sulfurico; también se
utiliza en algunos pigmentos y tintas de la
industria de la ceramica, los cuales pueden
contener cerca del 15% del metal (1). El me-
tal puede encontrarse en el ambiente, en al-
gas, plantas, invertebrados, peces entre
otras (2). La principal via de incorporacion
es por inhalacién produciendo efectos toxi-
cos cuya gravedad depende de la concentra-
cion en el ambiente y el tiempo de exposicion
(3, 4); en las areas industrializadas (petrole-
ras), trabajadores y pobladores han mani-
festado sintomas tales como: lagrimeo, len-
gua verde, rinitis, traqueo bronquitis, farin-
gitis, bronquitis, insuficiencia respiratoriay
cardiaca (5). Las pruebas de laboratorio en
animales han mostrado que el Vanadio pue-
de causar dano en rinén, higado y en el sis-
tema reproductivo (6); en humanos se han
reportado alteraciones en el comportamien-
toneuronal (7), inhibiciéon de la proliferacion
de fibroblastos en cultivos (8, 9) y efectos ge-
notoxicos en células de sangre periférica hu-
mana (10). Su mecanismo de accion toxico-
l6gica no ha sido aun bien esclarecido, sin
embargo se han dado reportes que relacio-

nan al metal con muchos procesos metaboli-
cos, actuando como un potente inhibidor de
algunas enzimas incluyendo las ATPsas,
fosfatasas, kinasas, deshidrogenadas y ribo-
nucleasas (10, 9, 4).

Basado en estudios previos los cuales
establecen que alteraciones en parametros
tales como: indice mitético, bloqueo en el
crecimiento e induccion de aberraciones
cromosomicas, son dosimetros biolégicos
que permiten evaluar el potencial toxicologi-
co de contaminantes ambientales (11), en el
presente trabajo se evalu6 la influencia de la
concentracion y tiempo de exposicion al va-
nadio sobre los referidos parametros, utili-
zando como modelo biolégico meristemos
radiculares de cebolla (Allium cepa L.)

Materiales y Métodos

Bulbos de cebolla (Allium cepa. L) se co-
locaron en agua filtrada renovada cada 24
horas, a temperatura constante de
25°C x 0,5°C y aireacion continua a razén de
10 - 20 mL /min. Una vez que las raices al-
canzaron de 2 a 3 cm de longitud, se coloca-
ron en una solucién acuosa de pentoxido de
vanadio (V,0,), a concentraciones de 0,25,
0,50, 0,75y 1,00 ppm por O, 12, 24, 48y 72
horas de exposicion; para cada una de las
concentraciones utilizadas se realiz6 un
control donde la solucion de vanadio fue
sustituida por agua destilada, realizandose
los ensayos por duplicado. Cada una de las
raices fueron medidas y para cada tiempo y
concentracion se cortaron cuatro raices
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para realizar el estudio citoldgico, se fijaron
en una mezcla de alcohol-acido acético gla-
cial a una proporcién 3:1 por 24 horas,
lavadas con agua destilada tres veces, para
luego ser tenidas por la técnica de fucsina
basica (12). Se realiz6 el aplastamiento o
“squash” para el estudio del efecto sobre
indice mitético (IM) y la induccion de aberra-
ciones cromosomicas (AC).

Analisis estadistico

Se evalu6 un promedio de 3.000 célu-
las por meristemo y con los datos recolecta-
dos se realizé un analisis de varianza (ANO-
VA) y una correlacion simple para determi-
nar el efecto del metal y la relacion entre el
tiempo de exposicion, la concentracion y los
parametros evaluados. Asi mismo se realizo
la prueba de Duncan para establecer com-
paraciones de medias entre los valores obte-
nidos de los meristemos tratados y los con-
troles, estableciendo un nivel de significan-
cia de p < 0,05

Resultados y Discusion

Efecto del vanadio sobre la longitud
de la raiz

En la Tabla 1 se presentan los resulta-
dos obtenidos al valorar la concentracion de
vanadio con la longitud de la raiz a diferen-
tes tiempos. Se observa una correlacion po-
sitiva altamente significativa, entre la longi-
tud de la raiz con respecto al tiempo, para
los controles (r =0,9639; p <0,01). El coefi-
ciente de determinacién (R’= 92, 91) indicé
que el 92,91% de las variaciones observadas
se debieron al paso del tiempo, considerado
como el proceso normal de crecimiento de
las raices de cebolla bajo las condiciones
empleadas. Para el caso de los meristemos
expuestos, la relacion entre la concentra-
cion de vanadio y la longitud de la raiz es po-
sitiva y altamente significativa para todas
las concentraciones utilizadas; sin embargo
se observa una disminucién paulatina del
coeficiente de correlacion a medida que au-
menta la concentracion, lo que indica que, al

someter las raices a diferentes concentracio-
nes de vanadio, el proceso de crecimiento
normal dependiente del tiempo se ve afecta-
do, aun cuando dicho crecimiento continue;
el mayor efecto se ve a partir de 0,75 ppm, ya
que para los mismos tiempos de muestreo, el
coeficiente de determinacion R* ha disminui-
do de 92, 91% (0 ppm) a 48, 97%, lo que in-
fiere un efecto deletéreo de la concentracion
de vanadio sobre la longitud de la raiz a par-
tir de esta concentracion, esto fue corrobora-
do alrealizar el analisis de varianza (Tabla2),
donde se determino el efecto de la combina-
cion de estos parametros (tiempo y concen-
tracion), sobre el crecimiento de los meriste-
mos (F= 15,62; p< 0,01). Los resultados
coinciden con los reportes de otros autores
quienes establecen el efecto téxico del vana-
dio en cultivos celulares, reflejado por un
bloqueo en el crecimiento de las raices
(13,14). La toxicidad del metal a concentra-
ciones bajas podria explicarse debido al po-
der de penetracion del vanadio en las plan-
tas (15).

El efecto deletéreo del metal sobre el
crecimiento de las raices expuestas, es debi-
do posiblemente a que el vanadio induce al-
teraciones en la ruta de absorcion de nu-
trientes necesarios para el crecimiento de los
meristemos, al respecto se han reportado
efectos perjudiciales sobre las plantas, que
alteran el proceso de fijacion de nitrégeno (5)
e induciendo deficiencia de hierro (14), que
afecta la nutricion dependiente de estos ele-
mentos.

Efecto del vanadio sobre el indice
Mitético (IM)

En la Tabla 3 se muestra los resultados
obtenidos cuando se correlacioné el indice
mitotico con la concentracion de vanadio a
los diferentes tiempos, se pudo observar en
las raices control (O ppm), una correlacion
negativa altamente significativa entre el
tiempo y el IM (r= - 0,5932; p <0,01), por lo
que, para el tamano de las raices selecciona-
das el IM disminuye con el transcurso del
tiempo, lo cual puede ser explicado por que
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Tabla 1
Coeficiente de correlacion (r), nivel de significancia (p) y coeficiente de determinacion (R?)
al relacionar longitud de la raiz versus concentracion de vanadio a diferentes tiempos.

Concentracion V,0, (ppm) r p % R’
0 0,9639 < 0,01 92,91

0,25 0,9543 < 0,01 91,06

0,50 0,9405 < 0,01 88,45

0,75 0,6998 < 0,01 48,97

1,00 0,5867 <0,01 34,42

Tabla 2

Analisis de varianza del efecto de la concentracion y tiempo de exposicion al Vanadio
sobre la longitud de la raiz y el Indice Mitético (IM).

Fuente de variacion DF SS MS F P

Longitud 24 49,0321 2,04301 15,62 < 0,001

IM 16 85,5552 5,34720 73,15 < 0,001
Tabla 3

Coeficiente de correlacion (r), nivel de significancia (p) y coeficiente de determinacion (R?)

al relacionar indice mitético con concentracion de vanadio a diferentes tiempos.

Concentracion V,0, (ppm) r p % R
0 - 0,5932 < 0,01 35,18

0,25 - 0,9572 < 0,01 91,62

0,50 - 0,9286 < 0,01 86,22

0,75 - 0,9159 < 0,01 83,38

1,00 - 0,8667 < 0,01 75,11

se pierde el equilibrio dinamico, de manera
que el numero de células que pasan a dife-
renciacion superan a las que entran a divi-
sion. A partir de 0,25 ppm se presenta una
disminucién en el IM de una manera alta-
mente significativa con el aumento de la
concentracion, lo que indica la dependencia
entre los dos parametros; el coeficiente de
determinacion (R’ evidencia que a medida
que aumenta la concentracion, las variacio-

nes en el IM se hacen mas dependientes de
esta, disminuyendo con respecto al tiempo,
lo cual quedo demostrado al observar que en
los meristemos no expuestos sélo el 35,18%
de las variaciones en el IM dependen del
tiempo, mientras que a 0,25 ppm el 91,62%
dependen de la concentracion; la disminu-
cion paulatina del coeficiente de determina-
cion observada a concentraciones mayores,
puede deberse a la induccion de necrosis ce-
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lular por efecto del metal. Para corroborar el
efecto deletéreo del metal se realizé un anali-
sis de varianza (Tabla 2), revelando un efec-
to significativo (F= 73,15 p< 0,01) de la con-
centracion y tiempo de exposicion sobre el
indice mitético. Los resultados coinciden
con los reportes de otros autores en diversos
sistemas biologicos (14, 10, 4).

El efecto citotoxico inducido podria ser
explicado al considerar que el metal inter-
fiere con los complejos enzimaticos del mo-
libdeno (16), y del hierro (17), causando de-
sordenes a nivel celular que pueden conlle-
var a danos en el ADN, por otro lado, Nielsen
y Uthus (18) en 1990, reportan la estrecha
similitud del vanadio con el fésforo y el im-
pacto que este ejerce sobre las reacciones de
fosforilacion, procesos indispensables en la
regulacion del ciclo celular, que aseguran la
progresion del mismo posterior a la repara-
cion del dano genético. También han sido
establecidos darios en el ADN causados por
el metal (8,10), lo que conlleva a un bloqueo
de la entrada de las células en mitosis como
un mecanismo de control celular intrinsico.

Efecto del vanadio sobre la induccién
de aberraciones cromosdomicas (AC)

En las Figuras 1 y 2 se muestra la fre-
cuencia de aberraciones causadas por el va-
nadio. Se puede observar que se producen
cambios morfolégicos en los cromosomas
para todos los tiempos y concentraciones
utilizadas y entre las cuales, el fenémeno
conocido como estekinesis resulto la mas
frecuente, Las cromatidas hermanas, al
permanecer unidas por puentes subcroma-
tinicos originan otras aberraciones como
puentes anafasicos, en algunos casos con
ruptura cromosomicas. También se pudo
observar el efecto conocido como c- mitosis,
caracterizado por un bloqueo en la segrega-
cion de los cromosomas en metafase. La pre-
sencia de aberraciones cromosoémicas refle-
jaun efecto genotoxico del metal que condu-
cen a la necrosis celular, posiblemente debi-
do al dano causado por el metal directamen-
te sobre el ADN (19, 8, 10) o bien por su efec-

to sobre enzimas encargadas de la repara-
cion del mismo (20, 21).

Interaccion entre la concentracion
de vanadio y el tiempo de exposicion
sobre la induccién de aberraciones
cromosOmicas

Los resultados del analisis realizado por
una prueba de Duncan para medir el efecto
del vanadio a una sola concentracién (0,5
pprm) y diferentes tiempos, o el efecto de dife-
rentes concentraciones a un mismo tiempo
(24 h), se muestran en las Tablas 4 y 5. Se
pudo evidenciar un incremento de la frecuen-
cia de aberraciones con el transcurso del
tiempo, el cual se hace significativo después
de 12 horas de tratamiento (Tabla 4). De for-
ma similar, a partir de 0,25 ppm, al aumentar
la concentracion de vanadio se produce un
incremento significativo en la frecuencia de
aberraciones cromosomicas (Tabla 5). Al co-
rrelacionar los diferentes tipos de aberracio-
nes entre si (Tabla 6), se observo una correla-
cién positiva altamente significativa entre la
estekinesis y la formacion de puentes anafa-
sicos (r= 0,7648; p <0,01), lo cual demuestra
la dependencia entre ellas. La no dependen-
cia del efecto c-mitético con las otras aberra-
ciones cromosomicas inducidas, podria ser
explicado si se considera que el metal se com-
porta fisiolégicamente como un antagonista
del calcio (22,5), este ultimo indispensable
para la formacion del huso mitético (14). Los
resultados de la genotoxicidad inducida por
el metal van acorde con los reportes de otros
autores quienes senalan la capacidad del va-
nadio en inducir alteraciones cromosomales
en diversos sistemas biolégicos (23, 24, 20,
14, 8,10). También se ha reportado la induc-
cion de este tipo de anomalias con otras sus-
tancias toxicas en este modelo biolégico (20,
25, 26, 27).

Conclusiones

Se establece un evidente efecto toxico
del vanadio en los cultivos de células meris-
tematicas de Allium cepa L., valorado por un
efecto sobre la longitud, el indice mitético y
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Figura 1. Frecuencia de los diferentes tipos de aberraciones cromosomicas (AC) a las diferentes concen-
traciones de vanadio.
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Figura 2. Frecuencia de los diferentes tipos de aberraciones cromosémicas (AC) inducidas por vanadio
a los diferentes tiempos de exposicion.

Tabla 4
Comparacion del efecto del vanadio sobre el%
de Aberraciones Cromosomicas (AC) a una
misma concentracion (0,5 ppm) y diferentes
tiempos de exposicion.

Tabla 5
Comparacion del efecto del vanadio sobre
el % de Aberraciones Cromosdémicas (AC)
a un mismo tiempo (24 h) y diferentes
concentraciones.

Tiempo (h) % AC (X=DS) Concentracion (ppm) % AC (X=DS)
0 0.00 0 0.00
12 *10,00 = 0,24 0,25 *7,30 = 1,65
24 *12,00 £ 0,98 0,50 *12,00 = 2,51
48 **33,00 = 1,87 0,75 **43,60 = 3,23
72 **30,30 £ 2,76 1,00 **66,30 + 4,65

Prueba multiple de Duncan * p <0,05; ** p <0,01. Prueba multiple de Duncan *p < 0,05; **p < 0,01.
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Tabla 6
Coeficiente de correlacion (r), nivel de significancia, (p) y coeficiente de determinacion (R?)
al relacionar los darfios cromosdmicos entre si.

Fuente de variacién r p R’
Puentes Cromosomicos 0,7648 < 0,01 0,5849
C- mitosis 0,2531 > 0,05 0,06405

Variable predictora: Estekinesis.
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