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Resumen

La temdtica ambiental fue incorporada en los iltimos afios a la curricula educativa, abordindose desde
varias asignaturas por tratarse de un "tema transversal". La contaminacién ambiental es un aspecto tratado
mads frecuentemente por la Quimica, para caracterizar el origen y la estructura de los contaminantes. Poca
atencion se ha dado a los tépicos relacionados con la Toxicologia, y a los métodos de evaluacion de la
misma. El presente trabajo tiene como propuesta diddctica el abordar conceptos de bioindicacién utilizan-
do un organismo vegetal mediante el Test de Allium cepa, que posee caracteristicas que hacen adecuada
su implementacidn en la dindmica dulica permitiendo la evaluacién de la ecotoxicidad y de la genotoxici-
dad de sustancias quimicas o mezclas por parte de los alumnos. Esta actividad es un buen disparador para
abordar el tema ambiental desde todas las dreas, ademis de introducir los conceptos de bioindicador y de

toxicologfa genética, que no se encuentran actualmente incorporados en los programas de educacién y son
parte de la vida diaria.

Abstract

The environmental issue has been incorporated to the educational programme in the past few years and
has been dealt with in several subjects as it has been considered a "transversal theme". Pollution of the
environment is one of the aspects more frequently covered in chemistry to characterise the origin and the
estructure of the pollution agents. Little attention has paid to the evaluation methods. The present work
has as a methodological aim tackling the concepts of biological monitoring when we use a vegetal orga-
nism by means of the Allium cepa test, which make it suitable to be used in class, as it allows students to
evaluate the ecotoxicology ans the genotoxicity of chemical compounds. This activity is a good trigger to
deal with the topic of environment from all areas besides introducing the concepts of bioindicator and the
genetic toxicology, which are not included in the school syllabus and are part of everyday life.

Introduccién cia tales como el efecto invernadero, adelga-
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En los dltimos afios se han buscado modelos
con caracteristicas definidas que ofrezcan la
posibilidad de evaluar ya no sélo las sustancias
quimicas, sino también los efectos fisicos y
biol6gicos de los agentes presentes en ¢l medio
ambiente. El cumplir con este requisito permite
utilizar los modelos bioldgicos como sustrato
indicador del dafio. Los indicadores pueden ser
el organismo entero o parte del mismo, y por
ello se los conoce como "bioindicadores”. Se-
glin el disefio experimental, los bioindicadores
podrén ser de exposicién, de suceptibilidad o
de prondstico. El uso de bioindicadores para
monitoreo de exposicién como su nombre lo
indica, tiene como objetivo caracterizar el daiio
asociado al agente en estudio.

La evaluaci6n de dafio por un potencial geno-
téxico, se puede implementar con ensayos de
corto o de largo plazo. Los ensayos de corto
plazo, conocidos como “short test term” (stt)
son los mds empleados por su bajo costo y la
alta informacién que otorgan.

En esta oportunidad se contribuye con un mo-
delo adecuado para el trabajo en el aula como
es Allium cepa (la cebolla) ya que el mismo en
ampliamente utilizado, tanto en el dmbito de la
investigacién como en el de control industrial,
para evaluar el efecto no deseado de sustancias
toxicas o de mezclas complejas (Smaka- Kincl
et al., 1996). Dos ejemplos muy ilustrativos de
estas tltimas son el aire de las grandes urbes y
las aguas superficiales que se ven impactadas
por la recepcién de descargas puntuales (in-
dustriales y domiciliarias) y no puntuales (se-
dimentos y deposicién atmosférica) (Rank &
Nielssen, 1993). Las sustancias que [orman
parte de estas mezclas pueden comprometer las
funciones vitales de los organismos que cn
ellas habitan o reciben su influencia y adn pro-
vocar la muerte celular.

Dado que un efecto importante es la accién que
cjercen estos posibles téxicos sobre el material
genético, es una rama de la Toxicologia y de la
Genética, Ia Genética Toxicoldgica, se ocupa
de analizar de que forma se compromete la in-
tegridad del material heredable mediante ensa-
yos de genotoxicidad en diferentes modelos
experimentales.

El modelo de Allium cepa como sistema de
prueba para genotoxicidad fue introducido por

Levan (1938) investigando el efecto de la col-
chicina. Desde entonces el sistema fue imple-
mentado con frecuencia en el monitoreo geno-
téxico y luego modificado para estudios de
monitoreo ambiental ya que permite en un
mismo experimento evaluar la toxicidad de la
muestra elegida y el riesgo genotéxico o muta-
genicidad que pueda presentar la misma. El
primero se mide macroscGpicamente por inhi-
bici6n del crecimiento de la raiz y el segundo,
por observacién microscépica de células en di-
visi6n (andlisis cromosémico) (Fiskesjo, 1985).

La prueba de Allium cepa posee varias ventajas
respecto de otros ensayos dignas de destacar,
tales como: facil disponibilidad y cultivo, bajo
costo, ser un vegetal que posee cromosomas
grandes y produce un gran mimero de raices en
corto tiempo, caracleristicas que facilitan su
uso en poco tiempo y con buena visibilidad del
posible dafio infringido (Rank & Nielssen,
1993). Para evaluar calidad de aguas superfi-
ciales la muestra no necesita ser concentrada,
siendo este un procesado previo que es reque-
rimiento indispensable para la correcta imple-
mentacidn de otros ensayos de prueba (Rank &
Nielssen, 1993).

Un criterio aniropocentrista, puede cuestionar
el uso de modelos experimentales tan alejados
de otros seres vivos, como ser mamiferos de
mediano o grana tamafio, con el objetivo de
evaluar dafio inducido sea por exposicién acci-
dental o laboral o por estilos de vida. Sin em-
bargo, a pesar de sus posibles distancias filoge-
néticas, este modelo vegetal, posee sistemas
enzimdticos que activan  promutigenos
(Fiskesjo, 1985). Esta situacién, que es una
ventaja desde el punto de vista técnico al per-
mitir una evaluacién de genotoxicidad mas
amplia, también es relevante ya que tanto el
hombre como una gran variedad de animales
consumen plantas tratadas quimicamente posi-

bilitando este tipo de mecanismos (Plewa,
1982),

Otra ventaja importante es tener un sistema ge-
nético bien conocido, cuyo cariotipo con un
bajo niimero de cromosomas permite observar
facilmente las alteraciones presentes asi como
la relacién entre células en division y células
totales, indice de efecto citotéxico correlacio-
nable con la inhibicién en el crecimiento.
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Tales caracteristicas lo convierten en un mo-
delo adecuado para un ensayo de corto término,
como “preescrining” o formando parte de una
bateria de ensayos para decidir el efecto téxico
y genotdxico de quimicos, presentando una
sensibilidad del 82% respecto a otros métodos
(Fiskesjo, 1985; Rank & Nielssen, 1994).

Grant (1982) propone que el" Test de Allium
cepa” se incluya entre aquellos ensayos de ru-
tina para evaluar el dafio cromosémico induci-
do por algunos quimicos. Tanto Allium cepa
como otros sistemas vegetales han sido inclui-
dos en el programa “Gene-Tox” de la EPA’.

Considerando todas estas caracteristicas se eli-
gi6 esta prueba como herramienta pedagégica
para evaluar un posible nivel de contaminacidn
como seria el caso de algiin cuerpo de agua su-
perficial cercano a la escuela. Esta propuesta es
aplicable a los siguientes niveles de ensefanza:

Media, que corresponderia al 3° ciclo de
Educaciéon General Basica en las materias de
Ciencias Naturales, la aplicacién de esta pro-
puesta es adecuada para la evaluacion toxico-
légica cualitativa a través del registro de la
longitud alcanzada por raices expuestas a los
posibles genotdxicos (mezcla compleja prove-
niente del cuerpo de agua préximo a la escuela)
que se desean evaluar, comparado con los valo-
res alcanzados por el control. Se podri inte-
ractuar con otras materias tales como Matemai-
tica ya que es imprescindible el registro de los
datos en una tabla de valores y se pueden grafi-
car los datos en un eje cartesiano o grifico de
barras para visualizar las diferencias. Es una
experiencia que demanda dos semanas de dura-
cién, considerando que poseen una carga hora-
ria de por lo menos 4 horas semanales.

En el dltimo afio de este ciclo se puede incor-
porar el reconocimiento de las fases de la mito-
sis en Allium cepa por observacién directa de
los preparados cromosémicos realizados por €l
docente, no utilizado como bioensayo de ge-
notoxicidad sino como ejercitacion de temas de
biologia celular tales como mitosis, morfologia
celular, tejidos epiteliales, entre otros.

De este modo los alumnos estarian en condi-
ciones de adquirir mds habilidad prictica en el

1. EPA (Enviromental nnnn Asociation)

manejo del microscopio y la bisqueda de cé-
lulas en distintas fases de divisidn.

Media, correspondiente al Polimodal en la
materia especifica Biologfa o en un proyecto
extracurricular interdisciplinario entre las mate-
rias: Biologfa, Quimica, Geografia y Matems-
tica. En esie nivel se incorpora el entrena-
miento en la técnica de obtencién de prepara-
dos cromosémicos y la aplicacion de la meto-
dologfa descripta en la propuesta para evaluar
genotoxicidad. Mediante la cuantificacién de
las células en divisién respecto de las células
totales observadas, se obticnen valores que
permitirian comparar los valores obtenidos en
las muestras del cuerpo de agua cercano a la
escuela (muestra expuesta) respecto a los valo-
res obtenidos en el agua de canilla (muestra
control) e inferir si el agua evaluada muestra
electo genotdxico al modificar la capacidad de
division de las células de cebolla. La duracién
de la experiencia es de cuatro semanas conside-
rando una carga horaria de 3 horas semanales.
En cursos donde la modalidad permite un tra-
tamiento mds profundo de los conceptos de
Biologia, puede avanzarse en la interpretacién
de las figuras que indican dafio cromosémico,
como puentes, cromosomas dicéntricos, reza-
gados o en forma de anillo, cuantificar tales
observaciones y realizar grificos comparativos.
En este caso, el tiempo de la prictica se exten-
derfa a 6 semanas.

Objetivos del docente para apli-
car la presente propuesta

Que los alumnos:

Conozcan y valoren la utilidad de los bioensa-
yos en la evaluacién de la calidad ambiental,
adquiriendo destreza en el manejo de técnicas
sencillas e interpretacién de los resultados.

Objetivos de conocimiento

Conocer el efecto negativo que puede ejercer la
absorcién de agua de baja calidad sobre el cre-
cimiento de la raiz.

Adquirir el conocimiento bdsico para reconocer
células en divisién a partir de un preparado
histoldgico (en 3° ciclo de EGB) para recono-
cer las fases de la mitosis en dpices de raiz de
cebolla (Allium cepa) e identificar las estructu-
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ras que deben ser cuantificadas en una evalua-
cién de genotoxicidad (en Polimodal).

Objetivos de habilidades intelectuales y des-
trezas motoras.

Comprender las pautas establecidas en la reali-
zacién un trabajo experimental.

Reconocer y repetir los pasos a seguir en la
técnica de preparacién de material biolégico,
(preparados citolégicos de dpice de Allium ce-
pa).

Reconocer las ventajas y limitaciones del mo-
delo aplicado en esta préctica.

Analizar la diferencia entre un trabajo de ca-
rdcter cientifico y uno de investigacién escolar.

Disefiar una publicacién de transferencia de
conocimiento y habilidades.

Objetivos de actitud.

Despertar: el interés por los fundamentos tedri-
cos que dan soporte al trabajo experimental.

El compromiso con el cuidado de! ambiente
desde la promocién de trabajos con rigurosidad
cientifica.

Adquirir un mayor interés por los temas curri-
culares de la ciencia al comprender la poten-
cialidad de su aplicacion en temas conflictivos
relacionados a la dindmica social y a la pro-
ductividad de la comunidad en la que viven.

Transferir a su entorno (familiar, escolar, ba-
rrial, municipal, etc.) experiencias nuevas ten-
dientes a mejorar la calidad de vida, fundadas
en la incorporacién de nuevos conocimientos
de forma sistemdtica y rigurosa.

Materiales y métodos

Para este ensayo se requieren bulbos de Allium
cepa que se pondrdn a crecer en la solucién de
prueba a monitorear (mezcla compleja del
cuerpo de agua cercano a la escuela)

10 Bulbos de Allium cepa de tamafio regular
(I1,5a2cm)

Una serie de elementos son indispensables para
el trabajo experimental:

10 Frascos de 3 0 4 cm de diam. y 10 a 15 cm
de alto; aireador de pecera; distribuidor de ga-

ses; espdtulas; pinzas; agujas de diseccidn; tije-
ras, cuaderno de anotaciones; porta y cubre
objetos; colorante: orceina acética; fijador:
Carnoy (etanol: acético en proporcién: 3:1);
dcido clorhidrico (10 %); agua destilada.

A fin de poner en préctica este bioensayo se
dispone de la Guia para el ensayo con Allium
cepa, basada fundamentalmente en Rank &
Nielssen, 1994.

1. Poner a germinar los bulbos de cebolla en
agua de control por 48 hs cambiando el
agua cada 24 hs y con aireacidn.

2. Pasar los bulbos a sendas soluciones de
prueba, que son dos muestras tomadas en
sitios diferentes del cuerpo de agua cercano
a la escuela rotulando a las mismas como
“Muestra 1" y “Muestra 2",

3. Luego de 24 hs de exposicién, cortar 3 rai-
cillas de cada bulbo (el resto dejarlas crecer
5 dias mds).

4. Enjuagar con agua destilada y colocar en
Carnoy (etanol - acético 3:1) de 12 a 24 hs,

5. Enjuagar nuevamente y almacenar en etanol
70 % en heladera.

6. En el momento de realizar el preparado,
colocar las raicillas en un vidrio de reloj
con acido clorhidrico 10 9% para disolver el
cemento péctico, durante 5 minutos.

7. Enjuagar con agua destilada.

8. Cortar dpices blancos y colocarlos en un
portaobjetos con una gota de colorante or-
cefna acética.

9. Colocar el cubre y hacerlo girar sobre su eje
para disgregar el tejido y separar células.

10. Envolver en un papel de filtro el preparado
y aplastar con los dedos para realizar el
proceso de aplastamiento, técnicamente co-
nocido como “squash”.

I1.Flamear en mecherc (la T° no debe pasar
los 50° C).

12. Controlar el preparado e identificar con (+)
o0 (-) segin el caso.

13. Sellar con parafina.

14. Observar las células para realizar el andlisis
utilizando la guia de observacién.

Para el andlisis macroscépico se utilizan las
raices que se dejaron crecer durante 5 dias més
y se procede de la siguiente manera:

1. Se mide la longitud de 10 raicillas por cada
bulbo.
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2. Establecer el promedio, para cada muestra y
para el control.

3. Hacer un grifico comparativo (grifico de
barras) con las medias de longitud de las
raices en el eje de ordenadas y la estacién
control en el eje de abscisas.

4. Establecer la comparacién entre las distin-
tas muestras, analizando si el crecimiento
de las raices en las Muestras 1 y 2 poseen
diferencias mayores al 50 % en relacién al
control (muestra del agua de canilla).

5. Realizar una curva colocando las muestras
en orden creciente de acuerdo a los valores

de longitud de las raices procediendo luego
a la interpretacién de la curva, relacionando
las caracterfsticas de la muestra (por ej.
distancia a un sitio de descarga de contami-
nantes en el caso de agua superficial) con
los valores de crecimiento de las rafces.

Registro de datos

Se observan los preparados y se procede a
completar los siguientes cuadros.

Long. promedio de raices Rango
Control
Muestra 1
Muestra 2
Cuadro 1 Registro de crecimiento de raices de Allium cepa.
Ne total de células observadas. (Total de células que se | N° de células en % mitd-
contaron) ticas
Profase | Metafase Anafase Telofase
Control
Muestra 1
Muestra 2
Cuadro 2  Andlisis de proporcidn de células en cada fase de la mitosis
N® de céiulas obsevadas N¢ de células con estructu-
ras anormales
anilios rezagados | dicéntricos | puentes
Control
Muestra 1
Muestra 2
Cuadro 3 Registro de células con anormalidades

Discusion y conclusiones

La media del crecimiento de la raiz permite
evaluar la toxicidad de las muestras analizadas,
aportando a los alumnos del nivel EGB 3 la
idea de dafio al genoma como imposibilidad de
crecer y vivir. En el ensayo de genotoxicidad

implementado, a pariir del nivel Polimodal es
posible avanzar analizando la fraccién de cé-
lulas totales que realizan la divisién mitética,
aspecto que naturalmente se relaciona positi-
vamente con el crecimiento de la raiz, es asi
que este ensayo permile que se observe y
cuantifique el mismo efecto con dos metodolo-
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gias de diferente complejidad, permitiendo al
docente evaluar y diferenciar el aprendizaje
entre los dos niveles de ensefianza.

La observacién de figuras cromosémicas
anormales permite analizar los efectos no de-
seados de manera mds detallada. Asi, por
ejemplo, se visualiza el efecto del agente o de
los agentes dafiinos como ruptura de los cro-
mosomas, formacién de rezagados o mala se-
paracion de las cromdtidas asociado a la forma-
cién de puentes.

El bioensayo con Allium cepa permite al do-
cente llevar al aula el problema ambiental, en
este caso la contaminacién del agua, bajo otro
enfoque. La participacién activa del alumno en
determinar la contaminacién de un cuerpo de
agua de su localidad, permite un aprendizaje
més comprometido que la simple exposicién
del tema a partir de la lectura de su texto o atn,
de la investigacién bibliogrifica ampliada.

Los conocimientos y la prictica adquiridos en
la obtencién de preparados mit6ticos y recono-
cimientos de los estadios, son aprendizajes que
podrén aplicar en el futuro con otros fines dis-

a) Cromosomas en placa ecuatorial.

tintos al de un biomonitoreo ambiental. Sin
embargo, es fundamental el concepto de dafio
provocado en el material genético como un
listado de posibles consecuencias a largo plazo,
como enfermedades degenerativas, céncer y
malformaciones en recién nacidos de madres
expuestas antes y/ o durante la gestacion.

Todo esto permite a los alumnos tomar con-
ciencia de la importancia de su participacién en
el control de todo aquellos que ingresa o se
mantiene en el entorno, en contacto con el or-
ganismo. En este sentido tendri en cuenta los
agentes quimicos y sus vias de ingreso: inges-
tién, inhalacién y absorcién por piel, asi como
los agentes fisicos: niveles de radiacién causa-
dos por centrales nucleares o radiacién solar.
Los alumnos también podrdn asociar los agen-
tes genotéxicos con los estilos de vida, permi-
tiéndoles reconsiderar los hébitos de fumar o
exponerse exageradamente al sol o a ldmparas
de luz ultravioleta, automedicacién, como al-
gunos de los posibles temas relacionados a su
cotidianeidad.

Figuras. Fases de la mitosis en raices Allium cepa (400X)
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b)imagen de telofase temprana

¢) Imagen de anafase y nicleos interfasicos
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