Medicion de genotoxicidad cromosomatica de meristemos de Eucaplytus globulus labill
inducidas por cafeina y carbetamida
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RESUMEN

Obijetivo: Describir la genotoxicidad cromosdmica en meristemos de Eucalyptus glébulus Labill inducidos por ca-
feina y carbetamida de las aberraciones causadas en cada fase mitotica Metodologia: Las semillas fuerén sembradas
en placas Petri estériles, y se colocaron 20 semillas por siete dias de germinacion. Las raices alcanzaron una lon-
gitud de uno a dos centimetros desinfectadas en solucion de cloro - agua destilada (3:1). Después de la germinacion
se aplicaron los tratamientos cuatro horas en cafeina y doce de recuperacion, en el caso de la carbetamida una hora
de tratamiento sin tiempo de recuperacion. Resultados: Se determiné el proceso mitotico en células radicales de
Eucaliptus globulus susceptibles a cafeina y carbetamida. La investigacion se llevd a cabo en las raicillas selec-
cionadas de las plantulas con mejor vigor y crecimiento en placas petri de 20 cm. de diametro en el laboratorio de
Biologia. Se empled la técnica del aplastamiento y tincion con acetorceina clorhidrica para el analisis mitético, estu-
diando un promedio de 1051.5 células/planta. Tomando 0.2 mm. de la region meristematica. Los cortes de la raiz se
realizaron cada hora por 24 horas. La mayor cantidad de células mitdticas se observaron en raices colectadas entre
6:00 - 9:00 am donde se registraron los mayores indices mitéticos (IM), de 87.34% y 79.71%). Para las diferentes
estadios de fase mitotica el estudio indico que la profase se presentd en mayor proporcion (87.34% y 69.71%), se-
guida de la metafase (4.08% y 4.98%), anafase (3.67% y 8.54%) y telofase (4.89% y 6.76%) respectivamente de los
tratamientos entre células con cafeina y carbetamida. Conclusiones: El estudio de los estadios mitéticos, indicd el
indice profasico aberrante en escala dos, similar proporcion presento la carbetamida seguida por metafase, anafase
y telofase, indicando sensibilidad celular a la accion quimica del medicamento en el periodo proliferativo meris-
tematico que inhibe la division generando células binucleadas y polinucleadas.
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ABSTRACT

Objective: Describe the chromosomal genotoxicity Eucalyptus globulus Labill meristems induced by caffeine and
the aberrations caused carbetamida in each mitotic phase. Methodology: Seeds sown in sterile Petri dishes with 20
seeds per seven days of germination, the roots reach a length of one to two centimeters disinfected in bleach solu-
tion - distilled water (3:1). After germination treatments applied caffeine four hours and twelve of recovery, in the
case of one hour of treatment carbetamida no downtime. Results: We determined the mitotic process of Eucalyptus
globulus radical cells susceptible to caffeine and carbetamida. The research was carried out in selected rootlets of
seedlings with more vigor and growth in petri dishes 20 cm in diameter in the biology lab. The technique of crushing
and staining with hydrochloric acetorceina mitotic analysis, studying an average of 1051.5 cells / plant. Taking 0.2
mm from the growth region. The root cuttings were made every hour for 24 hours. Most mitotic cells were observed
in roots collected between 6:00 to 9:00 a.m. which recorded the highest mitotic index (MI) of 87.34% and 79.71%).
For the different stages of mitotic phase The study indicated that the prophase were in higher proportion (87.34%
and 69.71%), followed by metaphase (4.08% and 4.98%), anaphase (3.67% and 8.54%) and telophase (4.89 % and
6.76%, respectively) between treatments with caffeine and carbetamida cells.Conclusion: The study of mitotic sta-
ges, said the index scale aberrant profasico two similar proportion carbetamida presented followed by metaphase,
anaphase and telophase, indicates cellular sensitivity to the chemical action of the drug in the period that inhibits
proliferative meristematic cell division generates binucleated and multinucleated.
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INTRODUCCION

La influencia de genotoxicidad medio-ambiental en
Eucalytus globulus Labill inducidas durante cuatro
horas en cafeina a 0.025% mas 12 horas de recupera-
cion. A 25°C y carbetamida en una solucion al 0.007%
durante cuatro horas a 25°C, el tratamiento fue aplica-
do a plantulas germinadas y observadas en células me-
ristematicas coloreadas con orceina acética y utilizado
al técnica del “Squash”, fundamentada en el periodo
proliferativo del ciclo celular tomando como indicador
interfasico, G1, S y G2 y observado a nivel de cromo-
somas en el periodo Mitdtico (M); luego se utilizo el
microscopio seguido del microfotografiado para eva-
luar las células proliferativas aberradas.

Las variaciones del balance hormonal o al agregar sus-
tancias inductoras al medio del cultivo causan altera-
ciones al aparato cromosoémico pueden ser evaluadas
por métodos de analisis citogenéticas cuantitativos o
cualitativos que registran las variaciones del aparato
cromosomico por influencia quimica intra y extracelu-
lar de diferentes factores durante el periodo. El nimero
de semillas utilizadas es de 20 unidades por placa, so-
portadas en papel filtro con un periodo de germinacion
de seis dias con intercambio diario de agua, del mismo
modo se encontrd un indice mitético (IM) de (87.34%
y 79.71%).

El estudio indicd que la profase se presentd en mayor
proporcion (87.34% y 69.71%), seguida de la metafase
(4.08% y 4.98%), anafase (3.67% y 8.54%) y telofase
(4.89% y 6.76%) respectivamente, de los tratamientos
entre células con cafeina y carbetamida con cromatides
aberradas y fragmentos cromatidicos multiples; por cor-
te de una cromatide también se han observado translo-
cacion cromatica en el liquido intracelular al formarse
células binucleadas por efecto de la cafeina al inhibir la
formacion del surco de division, las placas se introducen
al termostato a 25° C en camara himeda a diferentes
tiempos de tratamiento, evaluandose las células aberran-
tes con la formula correspondiente. En el presente tra-
bajo se tuvo como objetivo: Describir la genotoxicidad
cromosdmica en meristemos de Eucalyptus glébulus
Labill inducidos por cafeina y carbetamida de las abe-
rraciones causadas en cada fase mitotica.

MATERIAL Y METODOS

Las semillas de eucalipto seleccionados proceden del
huerto semillero del campo experimental de la UNCP
— Huancayo. Esta zona se caracteriza por presentar una
precipitacion media anual entre 760 y 850 mm, tempe-
ratura promedio entre 18° y 8°C, suelos limitados con
textura gruesa, fertilidad natural de moderada a baja,
con un horizonte argilico a diferentes profundidades,
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de textura franco arenoso, baja capacidad de retencion
de humedad y un PH entre 6 y 7.

Se recolectaron las semillas de seis frutos por cada ar-
bol seleccionadas con tamafio uniforme, forma regular
y descartando las amorfas, estériles y sembradas en pla-
cas Petri previamente esterilizadas, fueron colocadas
20 semillas por placa a una temperatura de 25 a 30°C
por un periodo de seis a siete dias de germinacion, las
raices alcanzan una longitud de uno a dos centimetros
desinfectadas en solucion de cloro comercial con agua
destilada (agua-cloro comercial 3:1), luego se procede
a preparar “el Kit” de soluciones de cafeina al 0.025%
y carbetamida al 0.007%, después del periodo de ger-
minacion se aplican los tratamiento por cuatro horas
en cafeina y doce horas de recuperacion, en el caso de
la carbetamida, una hora de tratamiento sin tiempo de
recuperacion, luego las raices son extraidas y coloca-
das en un vidrio de reloj conteniendo orceina acéto-
clorhidrica al 2% calentando y enfriando a la llama del
mechero por tres veces para provocar la tincion cro-
mosomica monocrématica en forma independiente por
cada tratamiento (Alam, Kabir, Amin & Islam, 1987).

Se empled el método de aplastamiento o “squash” de los
2mm de meristemos para la preparacion de las laminas
microscopicas, de acuerdo la técnica propuesta por Ma-
tos y Molina (1997) con algunas modificaciones.

La observacion de células se llevo a cabo en un fo-
tomicroscopio marca Karl Zeiss y se cuantificd el
nimero de células en interfase y mitoticas por cam-
po microscopico en objetivo de 40X en cada fase de
la mitosis del ciclo celular encontrandose células mi-
toticas proliferantes en division cuyos cromosomas
presentan deleciones y fragmentaciones en sus brazos
cromatidicos los que fueron microfotografiados para su
interpretacion a nivel genotoxico.

Los célculos del Indice Mitético (IM) y de los Indi-
ces de Fases (IF) se llevaron a cabo usando las ecua-
ciones utilizadas por Del Campo (1988), donde el IM
se obtiene mediante la ecuacion: IM = N° de nucleos
en mitosis/ Total de nucleos observados x 100 y el IF
se obtuvo utilizando la ecuacion: IF = N° de célula en
fase/ Total de células en mitosis x 100.

Tamafio de la muestra.
Se han utilizado 20 semillas seleccionadas de eucalipto
por placa petri de un lote de 100 gr.

Factores de estudio
Se considera el indice mitdtico aberrante y los indices
de las diferentes fases de la mitosis proliferante de los
meristemos en estudio.

Indice mitotico aberrante (IMa)
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indice profasico aberrante (IPa) .
Indice metafisico aberrante (IMa)
Indice anafasico aberrante (IAa) .

Indice telofasico aberrante (ITa)

Caracteristicas

Numero de semillas por placa : 20 .
Numero de placas petri
Numero de raices por planta  : 1

Evaluaciones

Después de los siete dias de hace el preparado en forma
individual por cada tratamiento y del proceso de obser-
vacion se tomaron los datos siguientes:

Numero de células aberradas para determinar el
IM aberrado.

Numero de células aberradas en mitosis para el
indice de fases.

Numero de células por punta de raiz en cinco cam-
pos visuales.

Las evaluaciones se realizaron en forma secuen-
cial con intervalos de cuatro horas, de tratamiento
y doce horas de recuperacion, detectandose las fa-
ses mitoticas de acuerdo al estado de los cromoso-
mas y la stper fragmentacion de los brazos de los
cromosomas o una porcion de ellas, para estable-
cer algunas comparaciones de utilidad respeto al
efecto del tratamiento quimico aplicado.

RESULTADOS

Tabla 1
Nudmero de células proliferantes

NUMERO DE OBSERVACIONES X CAMPO NUMERO DE CELULAS INTERFASICAS PROLIFERANTES.

25 1123
Tabla 2
Numero de células proliferantes mitdticas aberrantes
MEDICAMENTO | P M A T TOTAL
Cafeina 735 214 10 9 12 980
Carbetamina 842 224 14 24 19 1123
Tabla 3

Porcentaje de dafio a las cromatides mitéticas de células tratadas con cafeina y carbetamida

TRATAMIENTO IMa % IPa % IMa % 1Aa % ITa %

CAFEINA 25.00 87.34 4.08 3.67 4.89

CARBETAMIDA 33.37 79.71 4.98 8.54 6.76
Tabla 4

Efecto quimico en las cromatides niveles

BAJO 0 0
MEDIO 1
ALTO 9 2
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La investigacion ha mostrado que en los tratamientos cuyo efecto a nivel de cromatides y cromosdmicas durante el
periodo proliferativo del ciclo celular predominan las células dafiadas en profase y anafase, algunas inhiben la con-
densacion profase y anafase y la condensacion de la cromatida, al margen que hay un buen porcentaje de interfase.
Al aplicar cafeina al 0.025% las células meristematicas por un tiempo de cuatro horas de tratamiento y doce horas
de recuperacion se encontré que un 95% de células en interfase cuyo indicador es la del nucleolo no sintetizado,
después de la recuperacion se formé un 25% de células mitoticas y un 75% de profases iniciales.

El nucleo esta alargado en extremo donde la sustancia provoca la flacidez membranal de la pared celular por la ac-
cioén quimica del medicamento, la caracteristicas del efecto es que presenta dos cromosomas normales una cromati-
de polifragmentada con los extremos escindidos y el otro componente contiene al centromero, el brazo libre divaga
en el citoplasma sin orientacion, ademas inhiben la formacion del uso acromatico impidiendo la maduracion celular.

Asimismo, la carbetamida presenta células en un 45% en profase y un 65% de metafase, anafase y telofase; éste
actiia como indicador inductor de la poblacion en el flujo celular poliferante en los meristemos de eucalipto. En éste
tejido en 1.1 seccion lateral de las yuxtaposiciones celulares las células estan desprendidas en formas de hilachas, de
un color café claro, el efecto inhibe la replicacion modificando al actividad cromosomal potentemente por su amplio
espectro de fragmentacion cromosdmica aberrante a nivel estructural que causan deleciones, donde la células rea-
lizan sus rearreglos estructurales después de un tiempo de recuperacion y alcanza una performance sin repercusion
fenotipica (desbalancedas) ocasionando una patologia deletérea, estas sustancias ocasionan en comuin malformacio-
nes y deficiencias en la fisiologia durante el ciclo celular, dichas caracteristicas determinaron una repercusion en el
vehiculo de la informacion hereditaria.

Asimismo, los niveles de dafios ocasionados son 0,1 y 2 indicados como bajo, medio y alto siendo que la carbeta-
mida tuvo un nivel alto de efecto en los cromosomas lo mismo que el porcentaje aberrante mitdtico alcanza para
la cafeina un 52.80% y para el caso de la carbetamida de un 47.16%, habiéndose encontrado la mayor cantidad de
células aberrantes con 224 células y para el caso de la cafeina encontraron 214 células.

CONCLUSIONES

La hora de mayor proliferacién mitdtica en los tra-
tamientos de carbetamida y cafeina oscilo entre las
de 6:00 y 9:00 am bajo las condiciones de manejo
en el laboratorio donde se registraron los mayores
indices de células aberradas en las distintas fases
del ciclo.

El estudio de las frecuencias de los estadios mito-
ticos, indicd que el indice profasico aberrante en
la escala 2, de similar proporcion presento la car-
betamida seguida de la metafase, anafase y telo-
fase. Esto indica la sensibilidad celular a la accion
quimica del medicamento utilizado en el periodo
proliferativo de células meristematicas inhibicion
de las que generan células bi y polinucleadas.
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