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RESUMEN

Con el proposito de determinar el efecto del Sorbato de Potasio sobre el ciclo celular en
meristemos radiculares de Allium cepa L. “cebolla” se establecieron tres grupos experimentales
que se expusieron a las soluciones de Sorbato de Potasio en concentraciones de 0.5, 1y 2 g/L;
por 6, 7 y 8 horas cada una y un grupo control. Luego se realizé la respectiva coloracion en
Orceina acética al 2% de acuerdo a la técnica de Tjio y Levan, observandose con el microscopio
compuesto un total de 1500 células meristematicas en cada uno de los tratamientos. Los resultados
aplicando tratamiento después de 8 horas de exposicidon a la concentracion de 2 g/L mostraron
una disminucion del indice mitotico de 11.26 %, mientras que se incremento el indice profasico en
95.57 %. Se produjeron también alteraciones como rupturas cromosdmicas, puentes anafasicos
y células binucleadas. Las pruebas y analisis de varianza, mostraron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos, confirmado mediante la prueba de comparacion multiple de
promedios de Duncan. Se evidencia un probable efecto genotdxico en el material genético por
el Sorbato de Potasio y una alteracion en el ciclo celular de los meristemos de A. cepa L.; asi
mismo, se comprueba la funcién de biosensor de A. cepa L. en el estudio de sustancias que
puedan afectar el ciclo celular.
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ABSTRACT

In order to determine the effect of Potassium Sorbate on the cell cycle in root meristems of Allium
cepa L. “onion” set three experimental groups were exposed to solutions of Potassium Sorbate
at concentrations of 0.5, 1 and 2g /I, for 6, 7 and 8 hours each and a control group. Later the
respective color in 2% Acetic orcein according to the technique of Tjio and Levan, observed
with the compound microscope a total of 1500 meristematic cells in each of the treatments. The
appropriate treatment results after 8 hours of exposure to the concentration of 2 g / L showed a
decrease in mitotic index of 11.26%, while it increased the rate at 95.57% prophasic index. There
were also alterations as chromosome breaks, anaphasic bridges and binucleated cells. The tests
and analysis of variance showed significant differences between the different treatments, as
confirmed by multiple comparison test of Duncan averages. It shows a probable genotoxic effect
in the genetic material by Potassium Sorbate and an alteration in the cell cycle of meristems of
A. cepa L., likewise, is found biosensor function of A. cepa L. in the study of substances that may
affect the cell cycle.

Keywords: Allium cepa, Potassium Sorbate, Mitotic index, Abnormal genetic material,
Chromosomal breaks, Anafasic bridges, Binucleated cells.
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INTRODUCCION

Actualmente, los conservantes se utilizan
para proteger los productos alimentarios
de la accion de los microorganismos que
pueden deteriorarlos o contaminarlos. Estos
conservantes pueden limitar, retardar o
prevenir los procesos de la fermentacion,
enmohecimiento,  putrefaccion y otras
alteraciones provocadas por bacterias y
hongos. Actuan bioquimicamente sobre el
microorganismo, destruyendo su membrana
plasmatica, bloqueando su actividad enzimatica
o afectando a su estructura genética. Sin
embargo, si bien es cierto, estos compuestos
tienen efectos benéficos inmediatos para el
hombre, también inducen anormalidades en
las células humanas [1][2].

Uno de los conservantes mas usados en la
industria alimentaria, es el Sorbato de Potasio;
por su alta solubilidad, efecto antibacteriano y
antimicético comprobado, por ser facilmente
catabolizado y asimilado por el organismo y
por su caracter inocuo; sin embargo es irritante
a las membranas [1]. Debido a sus notables
propiedades quimicas y fisicas, es facil de
usar y no influye en el sabor ni en el olor de
los productos, por lo que ha sido adoptado
en muchos paises como el conservante ideal
para varios productos alimenticios [2][3].

El Sorbato de Potasio, detiene el crecimiento
microbiano al inhibir a las deshidrogenasas
involucradas en la oxidacion de acidos grasos;
ocasionando la acumulacién de  acidos
grasos B-insaturados que son productos
intermedios en el metabolismo lipidico [4]
[5]. Otro mecanismo de accidn esta asociado
a los dobles enlaces que posee, los cuales
interfieren con la actividad catalitica de
las enzimas responsables del crecimiento
microbiano convirtiéndose de esta manera en
un eficaz fungicida [6][7].

El conservante es tipificado como
“‘generalmente reconocido como seguro”
para la salud (GRAS); sin embargo, dado su
caracter artificial, probablemente interacciona
quimicamente con otros componentes
presentes en los alimentos [8], asi en la
conservacion de las carnes procesadas, donde
es habitual el uso de sorbatos como agente
antimicético y de nitritos contra Clostridium
botulinum, se ha comprobado que al difundir al
interior del alimento, reacciona con los nitritos
generando acido etilnitrolico (ENA), de posible
efecto cancerigeno en el hombre [8][9].

Esese sentido, es de interés investigar el efecto
del Sorbato de Potasio en la division celular
de material biologico sensible como el tejido
meristematico de los apices de las raicillas
de Allium cepa L., el cual por su simplicidad
de manejo, el gran tamafo de sus células y
por la respuesta de su material genético a
la presencia de citotdxicos potenciales es
usado en el estudio de la dindamica celular,
constituyendo un sistema in vitro ideal para
estudiar el efecto de los productos quimicos
que puedan afectar el ciclo celular [10]. Por
eso se utiliza como biomonitor para determinar
los diferentes efectos ocasionados por
quimicos [11][12][13].

Cuando las células del tejido meristematico
de A. cepa L. se encuentran en equilibrio
proliferativo, la duracion de cada uno de
los periodos del ciclo celular permanece
constante; de esta forma, el numero de células
que estan en una fase determinada es también
constante y proporcional a la duracion - en
tiempo - de la misma; pero cuando se lleva a
cabo en presencia de sustancias toxicas, la
division celular de los meristemos radiculares
puede inhibirse, ya sea retardando el proceso
de mitosis o destruyendo las células . Este
tipo de alteraciones generalmente impide el
crecimiento normal de la raiz y por tanto, su
elongacion [14].

El ciclo celular es regulado por la interaccion
del complejo ciclina - kinasa dependiente de
ciclina (CDK) que implica ademas procesos
de transcripcion y formacion de proteinas que
intervienen directamente como elementos
regulatorios o interactuan con otros agentes
medio ambientales para regular cada uno de
los eventos que forman parte del proceso en
su conjunto.

La presencia de sustancias antimitoticas,
citotoxicas y genotdxicas pueden inducir
alteraciones cromosomicas que son el
resultado de deficiencias en los mecanismos
de control celular y de reparacion en el
ADN, que se pueden expresar a lo largo del
ciclo celular y provocar una gran variedad
de efectos sobre el material genético de las
células expuestas a agentes fisico o quimicos;
por lo que, se considera que el tiempo de
exposicion es un factor importante en la
induccion de aberraciones cromosoémicas.
Si las alteraciones no afectan la vida de los
organismos, es posible que los individuos
que se encuentran expuestas a tales
agentes por motivos de trabajo u ocupacion,
puedan presentar enfermedades genéticas,
alteraciones en sus células germinales con el
riesgo de ser transmitidas a la descendencia
[13][15][16][17].
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A todo esto, al ensayar en A. cepa L. el efecto
de algunos agentes quimicos vy fisicos, que
pueden causar dafo a nivel de su ciclo celular,
se podria colegir que dichos agentes tendrian
el potencial de generar un efecto téxico en
los procesos de division celular en células
eucariotas de otros individuos, debido a la
universalidad del codigo genético [18].

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue el de determinar el efecto del Sorbato de
Potasio a 0.5 g/l, 1 g/l y 2 g/l y tiempos de
exposicion de 6, 7 y 8 horas sobre el indice
mitético, indice de fases y material genético en
meristemos radiculares de A. cepa L. var. Roja
Arequipefa.

METODO EXPERIMENTAL
Seleccion y preparacion del material
biolégico.

Factores de exclusion: Solamente se
seleccionaron los bulbos en forma de perilla,
color rojo, consistencia dura, peso entre 60 y
70g y sin magulladuras ni podredumbres.

De dicho material se escogieron aleatoriamente
12 bulbos de cebolla, a los cuales se les
separaron las catafilas secas y se limpiaron
cuidadosamente el disco radicular eliminando
todas las raicillas secas sin dafiar a dicho
disco.

Acondicionamiento del material biolégico y
seleccién de bulbos [19] y [20].

Implementacion de los sistemas: Los bulbos de
A. cepa L., se colocaron en vasos descartables
de 100ml con agua potable procurando
mantener sumergidos solo el disco radicular;
los sistemas fueron permanentemente
aireados con una bomba a razén de 10 — 20ml/
min. El agua fue renovada diariamente (Fig. 1).

Figura 1. Exposicién de las raicillas de Allium
cepa L. Var. Roja Arequipefia a las diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion con
Sorbato de Potasio.
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Seleccion de bulbos: Después de 72 horas de
emergencia de las raicillas, se seleccionaron
los bulbos con mayor cantidad de raicillas
de longitud promedio de 2 a 3cm., a fin de
asegurar la presencia de células con una
cinética mitdtica constante.

Diseino experimental para la Exposicion de
las raicillas [21].

Los bulbos seleccionados, fueron agruparon
por eleccion al azar para conformar los
diferentes tratamientos segun concentraciones
y tiempos de exposicion. El grupo control se
mantuvo en agua potable y los otros fueron
expuesto a soluciones acuosas de Sorbato
de Potasio en concentraciones de 0.5, 1 vy
2 g/l; por 6, 7 y 8h, el disefo fue totalmente
aleatorizado. Se realizaron tres repeticiones
por tratamiento, considerando que cada
bulbo de cebolla representa a un sistema
experimental y que cada raicilla es una unidad
experimental (Tabla 1). Los indicadores del
efecto ocasionado por el Sorbato de Potasio
son: variaciones en los porcentajes de indices
mitéticos, de fases y presencia de alteraciones
en el material genético; tales efectos fueron
comparados con el tratamiento control.

Tabla 1. Disefio experimental parala exposicién
de las raicillas.

Tempol ay | A | A
Concentracién
Bo AO Bo A1 BO A2 BO
B1 AO B1 A1 B1 A2 B1
B, AyB | A;B, | A, B,
B, Ao Bz | A1B3 | A2 Bs

A,: Exposicion a 6 horas
A,: Exposicion a 7 horas

B,. Agua potable

B,. Concentracion
de 0.5 g/L

B,: Concentracion
de 1g/L

B,: Concentracion
de 2 g/L

A,: Exposicion a 8 horas

Obtencién de las raicillas

De acuerdo al sistema de tiempo exposicion
creciente después de las seis horas de
exposicion se seccionaron al azar dos raicillas
de cada bulbo, las cuales previamente se
lavaron con agua potable, para traspasarla a
la solucion fijadora de Carnoy’s.

Luego los bulbos fueron retornados a cada una
de sus respectivas soluciones para realizar el
mismo procedimiento a las siete y ocho horas
de exposicion siguientes.
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Coloracion, Obtencion y Observacion de
preparados citolégicos [22] y [23].

Las raices fueron retiradas de la solucion
fijadora de Carnoy’s, y se lavaron tres veces en
agua potable para retirar los restos del fijador.
Luego se procedio a secarlas con papel toalla
paraeliminarlos restos de agua de la superficie.
Posteriormente fueron depositadas sobre una
luna de reloj para su respectiva coloracion en
Orceina acética al 2% de acuerdo a la técnica
rapida de Tjio y Levan.

Finalmente las células fueron observadas en
el microscopio compuesto a 400 y 1000x.

Analisis citolégico y evaluacién del efecto
[22][23]

Se hizo un recuento de 1500 células
meristematicas de cadaunodelostratamientos,
para establecer el indice mitético y de fases,
segun las formulas correspondientes y la
presencia de figuras mitéticas anormales.

Para determinar el indice mitético
NCM

IM =

IM: indice Mitético.
NCM: Numero Células en Mitosis.
NTC: Numero Total de Células Observadas.

x100

Formula para determinar el indice de fases
1F = 2 4100
B
IF: Indice de fase.

A: Numero de células de la fase respectiva.
B: Numero total de células en mitosis.

Analisis estadistico [5],[23] y [24]

Serealizo la estimacion del analisis de varianza
totalmente aleatorizado y la comparacion
multiple de promedios, mediante la prueba
de Duncan (p<0.05) utilizando el programa
estadistico Statgraphics Plus versién 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las células meristematicas presentes en los
apices radiculares de Allium cepa L. (cebolla),
constituyen un modelo ideal para el estudio
de los fendmenos celulares y moleculares
involucrados en los procesos de division
celular, debido a que el 10 al 15 % de células
se encuentran en mitosis y a la respuesta de su
material genético a la presencia de citotoxicos
potenciales en las soluciones de prueba [25].
Al evaluar los indices Mitéticos (IM), Profasicos
(IP), Metafasicos (I Met.), Anafasicos
(IA) y Telofasicos (IT) (Fig.7) en células
meristematicas de los tratamientos control,
se observa que dichos valores se aproximan
a lo reportado por Beltran y Gonzales (1995);
los cuales estimaron un IM de 14.6%, IP de
44.60%, | Met. de 15.40%, IA de 9.20% y IT
de 28.80%. Las diferencias que existen entre
lo reportado en nuestro estudio con el de los
autores antes mencionados, probablemente
se deberian a diferencias metodologicas; lo
cual explicaria la ligera variacion en los valores
de los indices hallados. [12][26].

Tabla 2. Tratamientos y Promedios de los indice Mitético (%) e indice de Fases (%) en
meristemos radiculares de Allium cepa L.

iNDICES ) FASES
(%) INTERFASE | mITOTICO +
+sD SD PROFASE * METAFASE | ANAFASE = | TELOFASE
TRATAMIENTOS SD + D Sb + 8D

T,: Og/L - 6h 85.54+ 0.057 | 14.46+0.056 | 48.70+0.036 | 14.74+0.050 | 10.06+0.072 | 26.50+ 0.072

T2: 0.5g/L - 6h 86.03+ 0.068 | 13.97+0.068 | 53.01+0.031 | 13.23+0.076 | 9.60%0.045 | 24.07+0.071
Ts: 1g/L- 6h 86.51+ 0.021 | 13.49+0.021 | 65.03+£0.105 | 11.77+£0.098 | 858+ 0.041 | 14.62+0.085
Ta: 2g/L - 6h 88.21+0.038 | 11.79+0.038 | 69.75+0.205 | 9.81+£0.104 | 7.92+0.021 | 12.52+0.042
Ts: 0g/L- 7h 85.44+ 0.040 | 14.56+0.040 | 48.78+0.021 | 14.70£0.067 | 9.98+0.032 | 26.53+0.023
Te: 0.5g/L-7h 86.54+ 0.040 | 13.46+ 0.040 | 58.66+0.110 | 11.79+0.093 | 9.53+0.104 | 20.03+ 0.095
T 1g/L- 7h 87.95+ 0.101 | 12.05+0.070 | 84.97+0.173 | 5.82+0.083 | 3.53+0.070 | 7.23+0.104

Te: 2g/L- 7h 88.43+0.070 | 11.57+0.070 | 87.40+0.076 | 4.49+0.091 | 2.59+0.058 | 5.53+0.106
To: Og/L - 8h 85.42+ 0.040 | 14.58+0.040 | 48.81+£0.025 | 14.69£0.011 | 9.9940.025 | 26.51+0.026
T10: 0.5g/L-8h | 86.93+0.100 | 13.07+0.101 | 65.83+0.135 | 10.29+0.080 | 9.47+0.081 | 14.24+0.069
Tu: 1g/L-8h 88.21+£0.130 | 11.79+0.131 | 94.93+0.058 | 2.25+0.101 | 1.54+0.064 | 1.21+0.045
T2t 2g/L-8h 88.74+0.049 | 11.26+0.129 | 9557+£0.044 | 2.06+£0.078 | 1.32+0.076 | 0.92+0.031
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Al analizar los resultados obtenidos a
partir de los diferentes tratamientos con
Sorbato de Potasio para los IM (Tabla 2), se
observa que los valores van disminuyendo
significativamente conforme se incrementan
las concentraciones, hasta alcanzar un valor
de 11.26 % a la concentracion de 2g/l durante
8 horas de exposicion.

Esto explicaria, que el Sorbato de Potasio,
estaria actuando a nivel del segundo punto
de control en el ciclo celular (G,), impidiendo
la formacion de los complejos CdK1-ciclina B;
las cuales forman a su vez el Factor Promotor
de la Mitosis (FPM), que permite el paso a
través de este punto hacia el periodo M, ello
traeria como consecuencia que las células no
transiten normalmente de la fase G, hacia la
mitosis; deteniéndose entonces en interfase y
consecuentemente disminuyendo el numero
de células en divisidon [27] [28].

Asi mismo, el ciclo celular es un proceso
que demanda gasto de energia a partir de
ATP, la cual se realiza durante el intervalo G1
caracterizado por la reanudacion de la sintesis
de ARN y proteinas, que estaba interrumpida
durante la mitosis, la fase S donde la célula
sintetiza ADN, donde se realiza un gran gasto
de energia: por ello la célula entra nuevamente
en un proceso de crecimiento y adquisicion
de ATP para pasar a la fase G, La energia
adquirida durante esta fase se utiliza para el
proceso de mitosis [29]. En tal sentido, es
posible que el Sorbato de Potasio, altere la
sintesis de ATP y por lo tanto ocasione una
disminucion del indice mitotico.

Al analizar los resultados obtenidos a partir
de los diferentes tratamientos con Sorbato de
Potasio para los IP (Tabla 2) se observa que
los valores incrementan significativamente
conforme aumentan las concentraciones,
hasta alcanzar el 95.57 % a la concentracion
de 2g/l durante 8 horas de exposicion.

El incremento del IP en los tratamientos
expuestos al Sorbato de potasio, se deberia
probablemente a que dicha sustancia al
inactivar la formacion de los complejos CdK1
— Ciclina B; traeria como consecuencia que
los procesos de condensacion del material
genético y de polimerizacion de microtubulos
para la formacién del huso se vean afectados;
por lo que las células no transitarian
normalmente desde profase hacia metafase.
[15][30][31].

Al analizar los resultados obtenidos a partir
de los diferentes tratamientos (Tabla 2) para
los IME, se observdé que los valores van
disminuyendo significativamente conforme se
incrementan las concentraciones, hasta llegar
a 2.06 % la concentracion de 2 g/l durante 8h
de exposicion.
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La disminucion del indice metafasico, se
deberia a que el Sorbato de Potasio al inhibir
el complejo Cdk1 - Ciclina B, actua sobre
los centros de organizacion de microtubulos,
disminuyendo el ensamblaje del huso mitético.
Ello desencadenaria una serie de procesos
molecularesquedeterminarianuncambiosubito
en la funcionalidad de los cinétocoros, dejando
de inducir la polimerizacién de microtubulos
que se elaboran perpendicularmente al eje
mayor del cromosoma y se anclan por una de
sus extremidades en el cinétocoro, logrando
solo pasar a metafase un numero reducido
de células [29][32].

Los resultados obtenidos a partir de los
diferentes tratamientos (Tabla 2) para IA se
muestran que los valores van disminuyendo
significativamente conforme se incrementan
las concentraciones, hasta llegar a 1.32 %
a la concentracion de 2g/l durante 8 h de
exposicion.

La disminucion en el |A, estaria ocurriendo
debido a que el aumento del numero de
células en profase generd una disminucion
en metafase y por ende una disminucién en
anafase. Por otro lado, el Sorbato de Potasio
actuaria inhibiendo la actividad catalitica de las
cohesinas, MAPs y catastrofinas; las cuales a
su vez se encargan de llevar a cabo el proceso
de segregacion de cromatidas hermanas; no
permitiendo entonces, que las células transiten
normalmente hacia anafase y hacia telofase
[29][33].

Respecto a la presencia de puentes anafasicos
(Figura 2), se observa una mayor cantidad
en la concentracion de 0.5g/l expuesta a
6h, y van disminuyendo significativamente
conforme aumentan las concentraciones y
tiempos ensayados (Tabla 3), esto deberia
a que el sorbato de potasio ocasiona
roturas cromosémicas en los extremos
que comprenden el ADN telomérico; lo que
posteriormente conduciria a la unién de
cromosomas fragmentados (Figura 3) durante
la anafase-telofase y como consecuencia
producirian células hijas con desbalance
cromosémico y la posible pérdida de los
telémeros por no tener centromeros [34][35]
[36].

Figura 2. Puente Anafasico (pa) en células
meristematicas de Allium cepa L., a 1g/L de
Sorbato de potasio y 6 horas de exposicion
(1000x).
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Figura 3. Rupturas ctomosémicas (rc) en
meristemos radiculares de Allium cepa, a 2g/L
de Sorbato de Potasio y 6 horas de exposicion
(1000x).

Los resultados obtenidos a partir de los
diferentes tratamientos (Tabla 2) para IT se
observa que los valores van disminuyendo
significativamente conforme se incrementan
las concentraciones hasta alcanzar el 0.92%
a la concentracion de 2 g/L durante 8 h de
exposicion.

La disminucion del IT, se originaria por el
detenimiento del proceso en profase con
el consecuente incremento de valores del
IP, discutido anteriormente. Sin embargo,
debido a que un numero reducido de células
transitan hasta anafase; solo pasarian hacia
la telofase un nimero reducido de células; lo
que explicaria el bajo indice telofasico hallado
[37][38].

También se observaron células binucleadas
(Figura 4), encontrandose mas alto promedio
en la concentracion de 2g/L durante 8 horas
de exposicion (Tabla 3), y van aumentando
significativamente conforme aumentan las
concentraciones y tiempos ensayados;
esto puede ser debido a que el Sorbato de
Potasio originaria una inhibicién de la fusion
de vesiculas del Aparato de Golgi que van
desde el centro hacia la periferia de la célula
Yy que a su vez se asocian con microtubulos
entrelazados residuales del huso mitdtico,
obstaculizando la formacién del fragmoplasto
responsable de la nueva pared celular durante
la telofase [39].

y & N
.': 920
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. . - 4

Figura 4. Células binucleadas (cb) en meristemos
radiculares en Allium cepa L., a 29/L de Sorbato
de potasio y 7 horas de exposicion (1000x

Tabla 3. Tratamientos y Promedios de alteraciones en el material genético (%) en meristemos
radiculares de Allium cepa L.

Alteraciones | Rupturas Puentes Células
cromosomica | Anafasicos | Binucleadas

Tratamientos s (%) *SD (%) £SD (%) £*SD
T,: 0g/l - 6h 0£0.0 0% 0.0 0%£0.0
T,:0.5¢/l-6h |0.25%£0.04 0.31£0.03 | 0.25%£0.0
Ts: 1g/l - 6h 0.27%0.0 0.22£0.04 |0.29%0.03
T.: 2g/l- 6h 0.35%£0.04 0.18%£0.04 | 0.35+0.04
Ts: 0g/l - 7h 0£0.0 0£0.0 0£0.0
Te: 0.5g/1-7h | 0.15%0.04 0.11*0.04 | 0.38%0.04
T,: 1g/l - 7h 0.18£0.04 0.06%0.0 0.40%0.0
Ts: 2g/l - 7h 0.25%0.04 0.04£0.03 | 0.55+0.04
To: 0g/l - 8h 0%0.0 0£0.0 0%£0.0
T1: 0.59/1-8h | 0.11£0.04 0.08£0.04 | 0.51+0.03
Tu: 1g/l - 8h 0.04%0.03 0£0.0 0.54%0.03
Ti2: 29/l - 8h 0.02£0.03 0£0.0 0.58% 0.04
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CONCLUSIONES

El Sorbato de Potasio disminuye el indice
mitético y asimismo aumenta el indice profasico
y disminuye los indices metafasico, anafasico y
telofasico en células meristematicas de A. cepa
L. conforme se incrementa la concentracion y
tiempo de exposicion.

El Sorbato de Potasio altera el material
genético en células meristematicas de A.
cepa L. ocasionando, union de cromosomas
fragmentados, puentes anafasicos y formacién
de células binucleadas.
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