
-

l 

MEXICO 

\58 
n '."" ' (' ·~ . 

NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS 
HERMANAS INDUCIDOS POR 
HERBICIDAS EN CULTIVOS DE 
LINFOCITOS HUMANOS. 

T E s 1 s 1 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B 1 o L o G o 
p R E s E N T A 

ARMANDO RAMIREZ DOMINGUEZ 

1987 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 

PAGINA 

RESUMEN 1 

INTRODUCCION 2 
.. 

MATERIAL Y METODO 13 

RESULTADOS 16 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 17 

REFERENCIAS 23 

TABLAS Y FIGURAS 32 



RESUMEN 

Se verificó el efecto citogenético de los herbicidas uréicos Linurón 

y Diurón con la inducción de intercambios de cromátidas hermanas (ICH). 

Los resultados mostraron que ninguno de estos compuestos elevó 

slgnlficativamente la frecuencia de ICH con relación a.1 testigo. E:t Linurón 

presenta la mayor toxicidad ya que 50 ppm produjeron la muerte celular 

mientras que con 300 ppm de Diurón todavía no se indujo. 

Los registros de células en prlmera, segunda y tercera divisiones 

no mostraron alteraciones en la duración del ciclo celular por estos herbi- · 

cidas. 
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INTRODUCCION 

México es un país con alto crecimiento demográfico. En el período 

comprendido del ano de 1900 al 1950 la población casi se duplicó, repitién­

dose el fenómeno en solo 20 anos, de 1950 a 1970; sin embargo, de acuerdo 

con los datos del X Censo General de Poblaciones, este fenómeno se repeti­

rá en 30 anos, de 'l.970 al ano 2000 (CONAPO, 1985). Este crecimiento ex­

plosivo, exige mayor demanda de granos alimenticios para satisfacer las 

necesidades de la población. Por ello, el Centro Internacional de Mejoramieg_ 

to del Marz y Trigo (CIMMYT) ha implementado nuevas estratégias agrfoolas, 

con10 la llamada "cero labranza", la cual consiste en la siembra de marz sin 

labores previas en la preparación del suelo, el cual permanece sin ser rem!:!. 

vido, se siembra sobre la maleza y sobre los restos del cultivo del ciclo an­

terior. Este sistema requiere de algo más, herbicidas y otros agentes agro­

qu(n1icos. El uso de estas sustancias ha permitido reemplazar en su totali­

dad la preparación mecánica del suelo, transformándose en una verdadera 

habilitación química de la cada vez más agotada y esteril superficie cultivable 

del territorio nacional (Coll-Hurtado, 1985). 

La industria qu!mica, destinada a incrementar la productividad del 

agro mexicano, ha mostrado en su desarrollo variaciones importantes, fun­

damentalmente se divide en dos grandes grupos: fertilizantes y plaguicidas. 

Los primeros, contienen fósforo, nitrógeno y potasio principalmente, su fug_ 

ción es la de constituirse en nutrientes para los vegetales. Los segundos, son 

aquellas mezclas de productos químicos que se destinan a destruir, contro-
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lar, prevenir o repeler la acción de cualquier forma de vida animal o vege­

tal perjudicial para el hombre, tales como los insecticidas, herbicidas, fu!!_ 

gicidas, desecantes y desfoliadores (Cremlyn, 1979; McEwen y Stephenson, 

1979; ANlQ, 1985). 

En México, existen 23 empresas que fabrican 38 tipos diferentes de 

sustancias activas que son: insecticidas. halogenados y fosforados; herbicidas 

ácidos, ésteres, aminas, triazínicos y ureas sustituidas; fungicidas orgáni­

cos e inorgánicos, así como antibi6ticos; nematicidas y desfoliadores. Dura!!_ 

te los anos de 1964 a 1984 la producción nacional fue de 211, 991 toneladas 

de sustancia activa, las cuales fueron utilizadas para elaborar los plaguici­

.das ya terminados (ANIQ, 1973, 1974, 1975, 1985). Tan solo en 1985, la 

empresa paraestatal Fertilizantes Mexicanos (FERTIMEX), fabrica 5, 161 

toneladas de Toxafeno, Parati6n, DDT y BCH, de los cuales 2, 925 toneladas 

son de Paratión y 427 de DDT, prohibidos ambos por la Organización de las 

Naciones Unidas (ONU) según resoltici6n 37137. aprobada por todos los pai­

ses miembros en diciembre de 1982 (apa reciclo en el periódico La Jornada No. 

537, 1986). En 1986, la misma empresa paraestatal, registró ventas por 

4' 25!J, 000 toneladas de fertilizantes y plaguicidas. lo que representa un total 

de casi 160, 000 millones de pesos (aparecido en el periódico el Diario de C2. 

lima No. 10685, 1987). Aunado a esto, el mercado nacional esta inundado por 

acaricidas, avicidas, bactericidas, rodenticidas, etc., p1·ohibidos o por lo 

menos, restringido su uso en los paises de origen, principalmente los Esta-

dos Unidos de Norteámerica. Asf por ejemplo. la Asociación Internacional 

de Asociaciones de Consumidores (IOCU), estima que solamente de este país 
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se exportan anualmente productos vedados con un valor de 200 millones de 

d6lares (La Jornada No. 537, 1986). 

Los fracasos en la racionalizaci6n tecnológica de los plaguicidas (Achard 

~e±·, 19'30) han creado un peligro potencial para el hombre en la biósfera 

(Fishbein, 1973), debido a las grandes cantidades que se. ingieren mediante 

los alimentos {Duggan y Weatherwax, 1967), o bien, durante la fabricación 

y/ o aplicaci6n de estos compuestos químicos (Bower y Fiona, 1980; Erogan 

et aj.., 1980; Dickson, 1979) y sus efectos se presentan a nivel citológico 

(Grant, 1973; Styles, 1973; Jagoda, 19 10; Badr y Elkington, 191:12; Góme:t.­

Arroyo, ~aj.., 1985), en la actividad mutagénica (Styles, 1973; Marshall 

~ª.!.•, 1976; Seiler, 1973; Morgun, 1982a, 1982b; Comai et~·, 1983; 

Moriya ~al., 19 33; Vaishampayan, 1984), en la acción carcinogénica 

{l\.1oriya ~al., 1983; Hoar ~al., 1985), en la inducci6n de aberraciones 

cromos6micas (Badr y El.kington, 1982; Grant, 1973;Styles, 1973; Jagoda, 

1980; Morgun, 1932b; Georgian~al., 1983), en el incremento de frecuen­

cias de intercambio de cromátidas hermanas (Turkula y Jalal, 1985) y en 

sus efectos teratogénicos (Erogan~~·, 1980; Bower y Fiona, 1980). Ade­

mas, especialistas agroquímicos, sostienen que a nivel mundial cada ano se 

registran 500 !"il envenenamientos por plaguicidas y 10 mil personas mueren 

por la misma causa (La Jornada No. 537, 1986). 

En México, se desconoce cuales son las consecuencias del uso de 

estos productos químicos a corto y largo plazo. No se han considerado los 
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graves problemas de contaminación de los mantos freaticos que puedan PI"9., 

ducir no solo los insecticidas y fertilizantes, sino además, los herbicidas. 

Por lo que se hace necesario realizar una evaluación acerca del impacto el!:. 

nico, genético y económico que tienen estos compuestos en la población ¡n~ 

xi cana. 

Dentro de los plaguicidas, se incluyen los herbicidas, compuestos 

químicos que se aplican contra las malas hierbas, ya sea de un modo gene­

ral o selectivo (dejando desprotegido el cultivo y destruyendo todas o buena 

parte de las hierbas adventicias) (Barberá, 1976). A los herbicidas, se les 

ha relacionado con el cáncer del colon (Hoar et al., 1985), se les scf'lala CQ. 

mo responsables de la producción de malformaciones, principalmente del 

corazón (Dickson, 1979) y del labio y/o paladar (Bower y Fiona, 1980j Bregan 

!:.!. &·, 1980); causantes de tumores (Axelson ~al., 1980) y de sarcomas 

del tejido blando en el hombre (Hardell y Mikael, 1981): inhibidores de la 

síntesis de almidón en los vegetales (Pool, 1977), del huso mit6tico y de la 

citocinesis de las células meristemáticas de la raíz de AUium cepa (Jagoda, 

1980); reductores de la actividad mit6tica y de efectos citol6gicos radiomim~ 

tices como por ejemplo, puentes anafásicos (Jagoda, 1980): causantes de m!! 

taciones en Salmonella typhimurium (Andersen ~al., 1972; Styles, 1973: 

Comai et al., 1983; Moriya~&., 1983), en el alga verde azul Nostoc 

muscorum (Vaishampayan, 1984) y en plantas de Maíz (Morgun, 1982a); in-

ductores de aberraciones cromosómicas estructurales en Drosophila ~ 

nogaster (Woodruff ~!!l.:, 1983), Allium cepa (Jagoda, 1980), numéricas 
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en Allium cepa (Jagoda, 1980) y de viscosidad cromosómica (Grant, 1973); 

provocadores de conversión de los genes mitóticos del locus ade2 y trp5 de 

Saccharomyces cerevisiae (Siebert y Lemperle, 1974); elevadores de la fre 

cuencia de intercambios de cromátidas hermanas (Linnainmaa y Vainio, 

1983; Turkula y Jalal, 1985); y que danan la síntesis del ADN en la lfnea de 

celulas VA-4 de fibroblastos humanos (Ahmed ~al., 1977). 

Los herbicidas, se clasifican de acuerdo con su composición química 

(Asthon y Alden, 1973; Thomson, 1975), destacándose el grupo de las ureas. 

EJ. primer herbicida uréico introducido al mercado, fue el Dicloralurea o 

DCU en 1951; recomendado como un compuesto tóxico para las malezas, pr!:. 

emergente y selectivo para ciertas plantas (Asthon y Alden, 1973; Metcalf, 

1971). 

Los herbicidas uréicos, son considerados como derivados de la urea 

H 2 NC (=O) !'lH2 (Barberá, 1976; Metcalf, 1971). Todos son cristalinos con 

baja solubilidad en agua. Su solubilidad en agua y lipoidea, depende de la SU!!_ 

titución de los hidrógenos en los grupos nitrógenados. Las fenilureas son los 

herbicidas más importantes y el monur6n fue descrito por primera vez en 

1951 por Buche y Todd (Metcalf, 1971). 

La actividad herbicídica parece ser una propiedad general de la es­

tructura fenil-N, N-dimetilurea y la t6xicidad por contacto decrece con el in­

cremento del tamano del sustituyente N-alquil del metil, etil, o por remo­

ción de los grupos alquil. Los núcleos fenil pueden estar sustituidos con cl2_ 
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ro 0 grupos nitro y la actividad aumenta con una sustitución orto o para 

(Metcalf, 1971). 

La destoxificación de los plaguicidas involucra uno o más de los si­

guientes procesos: metabolismo inicial: a una molécula menos tóxica ·o a una 

molécula más polar, conjugación del metabolito inicial con una molécula e!!. 

d6gena para producir solubilidad en el agua o inactivación biológica y excr~ 

ci6n del plaguicida original o sus metabolitos (conjugados o no conjugados) 

fuera del organismo. El metabolito inicial de un plaguicida es la fase más 

importante. Las reacciones desintoxicantes típicas son: las oxidaciones, h.!. 

dr61isis, descloraciones y reducciones. Cada una de estas es catalizada por 

una enzima específica o por un grupo de enzimas (Khan .!:!_al., 1976). 

La desmetilación parece ser el mecanismo primario para la desin­

toxicación de algunos herbicidas uréicos (Tweedy ~al., 1970), por tanto, 

la remoción de un grupo metilo reduce su fitotoxicidad y a J.a salida de un S!:_ 

gundo grupo metilo, el compuesto se transforma esencialmente en una molé­

cula no fitotoxica. Por otro lado, la desmetoxilación de los herbicidas uréicos 

que presentan un grupo metoxi, no ha sido extensamente estudiada como la 

desmetilaci6n; sin embargo, se sugiere que puede ser una reacción de dos f!!_ 

ses, que incluye una hidroxilaci6n con la remoción de un grupo metilo y una 

subsecuente deshidroxilaci6n, no obstante, hidroxilamina intermediaria no ha 

sido detectada (Tweedy .!:!_al., 1970; Asthon y Alden, 1973). 

Siguiendo la desalquilación y/ o la desalcoxilaci6n de los herbicidas 
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uréicos. los derivados resultantes de las ureas sustituidas (R-NH-CO-NH2 ) 

son sujetos a fuertes procesos de degradaci6n por las plantas superiores. 

Estos derivados, experimentan hidr6lisis la cual involucra desaminaci6n y 

descarboxilaci6n, produciendo la anilina correspondiente (R- NH2) (Asthon y 

Alden, 1973; Barberá, 1976); sin embargo, los derivados de la anilina no 

siempre se encuentran y cuando están presentes, las concentraciones son r~ 

lativamente bajas (Tweedy ~al., 1970; Asthon y Alden, 1973). 

La conjugaci6n de los herbicidas uréicos con los constituyentes de 

celulosa normales ha sido sugerida inicialmente por Fang ~al. (1955), en 

sus estudios sobre el metabolismo del monur6n. Ellos describen que este col!!_ 

puesto parece conjugarse con una proteína o péptido de bajo peso molecular. 

No obstante, alguno de estos conjugados puede incluir productos degradados 

de los herbicidas más que de la molécula intacta. EJ. camino metab61ico, pr~ 

puesto para la degradación de los herbicidas uréicos por las plantas superi~ 

res se muestra en la figura 1. 

Las ureas sustituidas son fácilmente absorbidas por las ra{ces de 

las plantas y translocadas a las hojas en donde se acumulan dallando el paré!!_ 

quima. Sin embargo, no penetran rápidamente a través de las hojas, en don-
·, 

de inhiben la fotos{ntesis (Metcalí, 1971). 

La fotosíntesis de las plantas comprende dos reacciones luminosas, 

el íotosistema I y el IL Algunas de las investigaciones indican que el sitio 

más sensible a la acci6n de los herbicidas uréicos sobre la íotosfotesis es el 
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sistema luminoso II, que incluye el intercambio de oxígeno. Pero varios e!!!_ 

tudios muestran que el fotosistema I es también inhibido por el monurón, 

requiriéndose concentraciones mucho mayores para la inhibición del foto-

sistema II. El sitio primario de acción de los herbicidas uréicos parece e!!!_ 

tar localizado en el fotosistema II, en o junto a la fase que involucra al oxr-

geno (Ashai y Jagendorf, 1963; Asthon y Alden, 1973). 

Dentro de los herbicidas uréicos se encuentran los herbicidas 3-(3, 

4-Diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea o Linurón y el 3-(3, 4-Diclorofenil)-1, 

1-dimetilurea o Diurón. 

EJ. Linurón. conocido en el mercado como Lorox, Afalon, Prefalon 

o Sarclex, tiene una fórmula estructural como la que se muestra en la figu-

ra 2, es una urea sustituida, utilizada como herbicida selectivo, se aplica 

en condiciones pre y postemergencia en cultivos de papa, cereales, sorgo, 

algodón, apio, etc., además, de que con altas concentraciones es utilizado 

como esterilizador de suelos. Fue introducido al mercado en 1960 por la E. I. 

DuPont de Nemours & Company, and Farbwerke Hoechst A.G •. Presenta· una 

LD50 de 1500 mg /Kg e irrita los ojos, nariz y piel en ratones; la formulación 

comercial es de WP50% de grupo activo y algunas de sus propiedades fisico-

químicas son: sustancia cristalina blanca con pf=93-94°C, solubilidad en 

agua de 75 ppm, además que es soluble en acetonas, dioxanos, etanol, xile­

-5 
no, etc., y presión de evaporación de l. 5 x 10 / 24 ºC (Thomson, 1975; 

Barberá, 1976 ). 
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La absorción y traslocación del Linur6n en los vegetales, parece v~ 

riar considerablemente en las especies, aún cuando el patrón de distribución 

sugiere un movimiento primariamente apoplástico (Asthon y Alden, 1973). 

EJ. Linur6n ha sido descrito como un compuesto que produce dano ci 

tol6gico a nivel de la formación de la pared celular (Gran1:, 1973) en plantas 

de ma(z, ha mostrado ser inductor de mutaciones clorofUicas (Morgun, 

l982a), tiene gran actividad sobre la inhibición de la síntesis del ADN testi-

cular describiéndose como un compuesto de gran actividad mutagénica 

(Seiler, 1978), provoca agrupamiento de los cromosomas (Grant, 1973). Sin 

embargo, en sistemas de prueba microbianos, utilizanci!;>)3almonella~­

murium, el L!nur6n no produce mutaciones puntuales (Andersen~ al., 1972; 

Marahall.!:l !!!_., 1976; Moriya .!:l al., 1983) y tampoco induce micronúcleos 

(Seiler, 1978). 

EJ. Oiur6n es conocido en el mer.;:~cto, como Karmex, Marmer, DCMU, 

Di-On, Karmex-DL y Sup' rfio, su fórmula se muestra en la figura 3. EJ. Di!!_ 

r6n, ea un compuesto de ureas sustituidas, utilizado como herbicida que se 

aplica en condiciones pre y postemergencia, en cultivos de algodón, manza­

na, p~paya, pera, alfalfa, plátano, pina, etc., Fue introducido al mercado 
» 

en l,~:~,5 por E.I. DuPont de Nemours Chemical Company. La LD50 es ·'de 
•'.t:.! ... - . 

34o~:f}ng/Kg en ratones y puede causar irritación de los ojos y de la piel en 
·S 

eatos:animalea; la formulación comercial ea de WP80"/o y 28% líquido. Sus 

propi~dades fisicoqutmicaa son: punto de fusión 158-159ºC, solubilidad en 
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-6 
agua 42 ppm a 25ºC, en acetona 5o/o, presi6n de evaporación 3.1 x 10 / 50ºC, 

(Thomson, 1975; Barberá, 1976). 

La absorción y traslocaci6n del Diurón en hojas y raices de algunas 

especies vegetales sigue un patrón de moVimientos primariamente apoplás-

tica <Asthon y Alden, 1973 ). 

El Diur6n administrado a ratones deficientes en proteínas, produce 

problemas respiratorios, depresión del sistema nervioso central, daflo ID!'._ 

tabólico y renal, irritaciones gastrointestinales, inflamación de órganos, y 

congestión del cuerpo, "stress", cambios degenerativos en rifl.ones, hígado . 

y páncreas (Boyd y Krupa, 1970; Boyd, 1972), además, se ha descrito que 

inhibe la síntesis de alntidon en las hojas de los vegetales (Pool; 1977). El 

Diur6n no provoca conversión génica mit6tica en Saccharomyces cerevisiae 

(Siebert y Lemperle, 1974); sin embargo, se ha reportado una mutación del 

gene psbA de Anacystis n!dulans resistente al Diur6n (Golden y Haselkorn, 

1985). En pruebas de inhibici6n de la sfutesis de ADN testicular, el Diurón 

produce efectos mutagénicos; además causa mutaciones puntuales en micro-

organismos, no induce micronúcleos en ratones (Seiler, 1978). Moriya .!:!. !!._., 

(1983) describen que en sistemas microbianos, como Salmonella typhimurium, 

el Diur6n no presenta actividad mutag{mica ni carcinogénica. 

·' En vista de que no es posible realizar la experimentación directa S!?_ 

bre el hombre, por razones de ética, se han implementado una serie de sis-

temas de prueba, para evaluar el dano genético provocado por diversos age!l 
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tes químicos. Uno de ellos es el intercambio de cromátidas hermanas (ICH) 

en células eucariontes, ya que proporciona una excelente herramienta para 

la detección del dano citogenético provocado por compµestos rnutagénicos 

y/o carcinogénicos (Perry y Evans, 1975). La sensibilidad de esta prueba 

es tal, que las dosis que se necesitan para producir incren1ento en la fre­

cuencia de ICH, generalmente son bajas con respecto a las requeridas para 

incrementar la frecuencia de aberraciones cromos6micas (Kato y Shimada, 

1975; Solomon y Bobrow, 1975). 

Dada la gran importancia que tienen en la agricultura los herbicidas 

uréicos y debido a los escasos estudios que se han realizado sobre su acción 

mutagénica, en este trabajo se pretende evaluar el efecto citogenético del 

Linurón y del Diur6n, mediante el análisis de intercambios de cromátidas 

hermanas en cultivo de linfocitos humanos. 
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MATERIAL Y METODO 

Se hicieron cultivos de sangre periférica de un donador sano que no 

fume ni beba, y que no ha estado sujeto a tratamientos quimioterapéuticos 

en los dos ultimas meses. Se utilizó eí mismo donador para cada uno de los 

experimentos y su repetici6n. Las concentraciones del Linurón y Diur6n US!!_ 

das en los tratamientos, se determinaron considerando la toxicidad y solub.!. 

lidad. Se realiz6 un experimento preliminar con el Diurón, probando las s.!_ 

guientes concentraciones: 1, 5, y 10 ppm (Tabla I) y con base en los resul~ 

dos obtenidos, se decidi6 incrementar las concentraciones a 20, 30, 40, 50, 

75, 100, 150 y 300 ppm (Tabla Il) con respecto a los resultados obtenidos con 

el Diurón, se eligieron las concentraciones de: 10, 50, 100, y 300 ppm P!!. 

ra el Linur6n (Tabla III). 

Las soluciones para cada herbicida se hicieron en medio McCoy's 

5A (Microlab) y fitohemaglutinina (Microlab), se pusieron en agitación con!!_ 

tante durante 35 minutos, y posteriormente se esterilizaron con mer.1.branas 

"Millipore" de O. 45 JUD de diámetro. 

Método de cultivo y cosecha 

Con una jeringa heparinizada, se extrajeron 7 ml de sangre perifé­

rica por punción venosa; se aplicaron ocho gotas en un frasco de cultivo que 

contenía 3 ml de medio McCoy•s 5A (Microlab) y O. lB ml de fitohemaglutini­

na (Microlab), as! como el herbicida en cuesti6n; se pusieron los cultivos en 
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incubación a 37ºC durante 24 h. se agregaron 100 ul de 5-BrdUrd esterili­

zada por filtración con membrana "Millipore" de O. 45 um., a las 70 horas 

de iniciado el cultivo se agregaron 100 ul de colchicinl:!. 

Se permitió que los cultivos terminaran el período de incubación por 

espacio de dos horas más, bajo las mismas condiciones pe temperatura. 

Al término del período de incubación, se procedió a centrifugar los 

cultivos a 1000 rpm durante 5 minutos; se desechó el sobrenadante y se re­

suspendió el bot6n con 4 ml de KCl O. 075 M calentado a 37ºC, se dejaron r!:_ 

posar durante 20 minutos en el interior de una estufa a 37°C; inmediatamente 

después se centrifugaron nuevamente a 1000 rpm por 5 minutos, se eliminó 

el sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 rápidamente con el primer f_!. 

jador de metanol-acético (3:1), se dejaron reposar 20 minutos a temperatura 

ambiente, po~teriormente se centrifugaron 5 minutos ml'is, a 1000 rpm, se­

parando el sobrenadante y lavando el botón con el segundo fijador; se dieron 

10 minutos de reposo a temperatura ambiente. Nuevamente se centrifugaron 

a 1000 rpm durante 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y el bot6n se re­

suspendi6 con O. 5 ml de fijador. Se hicieron las preparaciones por goteo, re!. 

!izándose 4 laminillas por frasco de cultivo, se dejaron secar al aire y a 

temperatura ambiente. 

Tinción düerencial 

Las preparaciones se pusieron en Hoechst 33258 (5 µg/ ml) durante 
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20 minutos en la obscuridad, posteriormente se lavaron con agua corriente, 

se dejaron secar al aire y se colocaron en KCJ. O. 075 M para someterlas a 

irradiaciones de luz ultravioleta y luz negra, durante 60 minutos. Al cabo 

de ese tiempo, se lavaron nuevamente con agua corriente, se dejaron secar 

a temperatura ambiente e inmediatamente se colocaron en una caja de Kopli.n 

con 2xSSC (citrato salino de sodio) a 40 ºC durante una hora, se enjuagaron 

con agua corriente y se tifleron con Giemsa y agua destilada (1:10) durante 

10 minutos. 

Por cada concentración probada, se realizó una repetición. Ambos 

experimentos, t_anto preliminares como repeticiones, fueron analizados es­

tadísticamente mediante la prueba de "t" de Student (Anexo I), con la cual se 

determinó que no existieron düerencias significativas entre el experimento 

y su repetición, por lo que se procedio a promediarlos. 

Se cuantificaron los intercambios de cromátidas hermanas (ICH) de 

50 metafases completas de segunda división, contabilizándose los intercam­

bios intersticiales como dos eventos y los terminales como uno. 

Con la finalidad de evitar prejuicios en el registro de los ICH, se 

reetiquetaron todas las preparaciones de tal manera que el observador no t!!_ 

vo conocimiento de cual concentración estaba analizando. 

La capacidad de doblar, al menos, la frecuencia basal de ICH o bien, 

de describir una curva dosis-respuesta presentando un incremento progresivo 

sobre su frecuencia basal, fueron los criterios utilizados para designar al 
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herbicida como mutágeno (Latt~ al., 1981). 

RESULTADOS 

La tabla I muestra la frecuencia de !CH, obtenidqs en un experime!!_ 

to preliminar, ensayando concentraciones que van de 1 a 10 ppm de Diur6n, 

observándose que no existen diferencias significativas con respecto al testi­

go. Incrementando las concentraciones a valores muy superiores al punto de 

solubilidad en agua del herbicida (50 ppm) la frecuencia de intercambios de 

cromátidas hermanas obtenidas no difieren significativamente de la frecue!!_ 

cia del testigo (Tabla 11). 

Con el Linur6n se probaron concentraciones que van de 10 a 300 ppm, 

cantidad que e,uadruplica el punto de solubilidad del herbicida (Tabla III). Con 

10 ppm, el •<alor de ICH no difiere significativamente de la frecuencia basal 

y de 50 a 300 ppm, el Linur6n causa la muerte celular. 

Las proporciones de metafases en primera, segunda y tercera divi­

siones muestran que tanto el Diur6n como el Linur6n no tienen efectos sobre 

la duración del ciclo celular; sin embargo, el Linur6n, inhibe el ciclo, cau­

sando la muerte de las celulas a partir de 50 ppm (Tabla IV). 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Al probarse varias conccn raciones de Diur6n (desde 20 hasta 300 

ppm), las frecuencias de intercan bios de cromátidas hermanas no difieren 

estadísticamente de áquellas que muestran los grupos testigos (Tabla Il), lo 

cual implica que independienteme te de la cantidad de herbicida aplicada, la 

respuesta es la misma por lo que su capacidad de dafio citogenético es nula. 

Estos resultados concuerdan con los datos reportados por Siebert y Lemperle 

(1974), quienes prueban que conc ntraciones de 1000 ppm de este compuesto, 

no producen la conversión génica mit6tica en dos loci ade2 y trp5 en Saccha­

romyces cerevisiae, con los de ndersen ~':!._. (1972) que no encuentran e­

fectos en la inducción de mutante· rll del bacteriofago T 4 en Salmonella~­

phimurium y con los de Moriya "tal. (1983) que tampoco describen resul~ 

dos mutagénicos positivos en Sa onella tyµhimurium y Escherichia coli. Sin 

embargo, Seiler (1978) muestra a ligera inhibición en la incorporación de 

timidina marcada en el ADN test"cular de ratones, bajo la influencia de esta 

sustancia ye en Salmonella t hi urium en presencia de microsomas nota 

efectos mutagénicos. 

En cuanto a los resultad s obtenidos con el Linur6n, probando can1l_ 

dades de 10 hasta 300 ppm (Tabl III), se observa que en concentraciones ba­

jas, este compuesto no eleva la recueilcia de ICH, y por tanto, no difiere de 

la frecuencia basal, hecho que C< ncuerda con los resultados obtenidos en Sal­

monclla typhimurium por Ander en~ al. (1972), Marshall~~· (1976), 
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Seiler (1978), Moriya ~~· (1983), y con los datos negativos en la induc­

ci6n de micronúcleos en eritrocitos de médula 6sea de ratones (Seiler, 

1978), contrastando con los resultados de Wuu y Grant ·0966) quienes desc1:i_ 

ben propidades mutagénicas en Hordeum vulgare, utilizando concentraciones 

de 1000 ppm y por Seiler (1978) quien demuestra una ligera inhibici6n en la 

incorporación de timidina marcada en el ADN testicular de ratones. 

Algunos otros herbicidas uréicoa, como por ejemplo el isoprotur6n, 

producen aberraciones cromoa6micas y alteraciones en el índice mit6tico en 

las células de Allium cepa y Hordeum vulgare con dosis que van de 1000 a 

1500 ppm (Badr y EJ.kington, 1982), 

Por otro lado, el hecho de que el Diur6n tenga en su fórmula dos r~ 

dicalea metilo le· confieren características similares al de los agentes alqui­

lantes, de hecho cuando este se desmetila, pierde su capacidad herbicídica 

(Asthon y Alden, 1973), en tanto que el Linur6n posee un metilo y un grupo 

metoxi, que lo hacen químicamente diferente, ya que además de tener una P!!. 

si ble acción alquilante, es muy soluble en l(pidos (Metcalf, 1971) y por esta 

razón probablemente su toxiCidad es elevada, ya que tal vez tuvo más capacL 

dad de penetrar a través de la membrana celular de loa linfocitos y causar 

mayor efecto, al alquilar proteínas del citoplasma, provocando la muerte c~ 

lular antes que el dan.o genético se exprese como ICH. 

En el caso del Diur6n, la toxicidad no fue tan alta; sin embargo, se 

debe considerar que a partir de 75 ppm se rebasa el limite de solubilidad , 
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pero en vista de que las frecuencias de ICH en esta concentración no düie­

ren significativamente del testigo, se decidió aumentar la cantidad de her­

bicida, bajo el criterio de que durante la agitación de la mezcla medio Mc­

Coy' s- herbicida, la suspensión se acl~raba, hecho que hace pensar, que 

qui.zá los ingredientes del medio permiten que concentraciones mayores se 

disuelvan. A pesar de ello. tampoco con cantidades elevadas se encuentra 

efecto significativo, probablemente debido a que por la baja solubilidad que 

tiene no penetra a la célula y es por ello que no expresa ni su toxicidad ni 

su acción citogenética. 

Para una mejor discusión sobre el efecto que tienen estos dos com­

puestos sobre el ADN, es necesario analizar con mayor detalle el fenc~meno 

de intercambio de cromátidas hermanas. Los ICH representan intercambios 

entre los productos de la replicación del ADN sin que se altere ni la polari­

dad ni la estructura de la doble hélice del ADN; estos cambios, presumible­

mente involucran un rompimiento y reunión de las hebras del ADN; sin emba!. 

go, es poco lo que se conoce acerca de los mecanismos moleculares de la fo!_ 

mación de ICH (Latt ~al., 1980). 

En los últimos anos se han realizado grandes esfuerzos en la invest!_ 

gaci6n de los mecanismos moleculares implicados en el fénomeno de intercan.!. 

bio de cromátidas hermanas. Como resulto.do de ello, se han descrito algunos 

modelos. I<ato (1974) se basa en la concepción de sistemas de reparación post­

replicaci6n. Anteriormente, Taylor ~al. (1957) proponen modelos que han 
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sido desechados con el avance de las nuevas técnicas de tinción. El hecho 

de que el intercambio de cromátidas hermanas sea un evento S-dependiente 

(Wolff _!:!. &·, 1974) y que los sistemas de reparación por escisión ocurren 

en todo lo largo del ciclo celular, hacen pensar que en el ICH no esta invo­

lucrado ningun mecanismo de reparacion: ademas, De Weer-Kastelein _!tt !!b 

(1977) al comparar la frecuencia de ICH en células normales y en células d~ 

ficientes en los mecanismos de reparación por escisión (de pacientes con x~ 

roderma pigmentosa) , no se encuentra correlación alguna entre la capacidad 

de realizar reparación por escisión y la producción de !CH, por lo que se 

demuestra plenamente que el !CH no es una manifestación citogenética de un 

mecanismo de reparación y con esto se desecha el modelo de Kato (1974). 

Painter (1980) retoma las aportaciones de Cook y Brazell (1975) de 

que el cromosoma, en ultima instancia, está formado de subunidades estruc 

turales superenrolladas en un orden de 10
9 

daltons y sugiere, que esas sub­

unidades conforman conglomerados de replicones responsables de controlar 

la replicación del ADN y al iniciarse la replicación en un replicón, otros lo 

hacen al mismo tiempo. Además propone que el ICH solo ocurre en las regi2_ 

nea del cromosoma donde estas subunidades se unen. 

Basado en estudios anteriores, se muestra que algunos agentes pue­

den inhibir la síntesis del ADN , principalmente bloqueando la elongación de 

la cadena de ADN y sus efectos se reflejan en los conglomerados de replico­

nes, los cuales se encuentran en diferentes fases de terminación de la repli-
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cación. Esto se traduce en retardos mayores en aquellos que estan replica!!. 

do incompletamente, de este modo se alarga el tiempo en los conglomerados 

replicados (Figura 4). Por lo tanto, cuando ocurre esa unión, la molécula 

de ADN permanece un tiempo anormalmente largo con un segmento replica­

do. próximo a un segmento no replicado (como normalmente ocurre en la u­

nión de la eucromatina y heterocromatina durante la fase de S del ciclo ce­

lular). Painter (1980) propone que la doble hebra del ADN se rompe en es­

tos sitios de unión en una forma espontánea, quizá por la acci6n ce.talftica 

de la topoisomerasa n • eliminándose la tensión que produce el superenroll~ 

miento sobre el ADN en replicación. En ocaciones en lugar de un enrollamie!!_ 

to normal, la ruptura es sellada por la unión de una hebra hija de la moléc.!!_ 

la replicada con, una hebra paterna no replicada, completándose de esta fo!:_ 

ma un ICH (Figura 4). 

Este modelo predice que los agentes que danan al ADN retardando o 

bloqueando la elongación de la cadena serán buenos inductores de ICH por 

ejemplo, los, agentes alquilantes. En contraste, los agentes que inhiben la 

srntesis de ADN bloqueando previamente el inicio de la replicación en los 

conglomerados, son malos inductores de ICH por ejemplo las radiaciones i~ 

nizantes. Además, este modelo es consistente con el hecho de que la produ.!::. 

ción de ICH es una función lineal con la dosis (Perry y Evans, 1975; Carrano 

~al., 1978), lo cual significa que en un solo evento se rompe la doble hebra 

de ADN (Painter, 1982). 

Si los plaguicidas utilizados en este estudio, tuvieran el mismo co!!1 
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portamiento que los agentes alquilantes, elevarían significativamente la fr~ 

cuencia de ICH; sin embargo, los resultados obtenidos indican que debido a 

la poca solubilidad en lípidos y a las bajas concentraciones utilizadas no exi.!!_ 

tio la interacci6n directa entre los herbicidas y el ADN, por lo que no hubo 

ruptura-reuni6n en las hebras y por ello no se incrementa la frecuencia de 

!CH. 

De cualquier manera, aunque en este estudio los resultados son ne­

gativos y tornando en cuenta que las concentraciones utilizadas, fueron men~ 

res que las recomendadas comercialmente para el control efectivo de las 

plagas (de O. 5 a 2. O K/h y O. 6 a 2. 5 K/ h de Linur6n y Diurón respectiva­

mente>. debe considerarse que, teniendo estos herbicidas la capacidad de 

alquilar el ADN •. representan un riesgo potencial para el hombre, raz6n ·por 

la cual debe controlarse su uso. 
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TABLA l 

FRECUENCIAS DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS OBTE-

NIDOS EN LOS TRATAMIENTOS CON DI:tJRON EN LINFOCITOS HUMANOS 

in vitro. 

CONCENTRACION !CH/ METAFASE VALOR DE 
(a) 

(ppm) x ± E.E. "t" 

Testigo 4. 56 :!:. 0.44 

1 4.96 :!: 0.11 0.73 N.S. 

5 5.82 :!:. o. 61 1.19 N.S. 

10 4.80 :!:. 0.40 0.28 N.S. 

(a) Promedio de 25 metafases en un solo experimento, utilizando el mismo 

donador. 

N.S. no significativo. 



TABLA II 

INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS OBTENIDOS EN LOS TRA-

TAMIENTOS CON DIURON EN LINFOCITOS HUMANOS in 'Yil!2· 

CONCENTRACION ICH/ METAFASE VALOR DE 
(a) 

(ppm) x ±. E.E. "tll 

Testigo 5.56 ±. 0.27 

20 5.96 ±. 0.31 0.69 N.S. 

40 7.10 ±. 0.43 2.19 N.S. 

50 7. 78 .:!:. 0.43 3.15 N.S. 

75 7.48 .:!:. 0.38 2.93 N.S. 

100 5.64 ±. 0.27 0.16 N.S. 

150 6.24 .:!:. 0.39 l.02 N.S. 

·300 6,30 :!:. o. 20 l. 52 N.S. 

(a) Promedio de 50 metafases en dos experimentos, utilizando el mismo 

donador. 

N.S. no significativo. 



TABLA llI 

INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS OBTENIDOS EN LOS TRA-

TAMIENTOS CON LINURON EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro. 

CONCENTRACION ICB:/ METAF ASE VALOR DE 
(a) 

(ppm) x + E.E. "t" 

Testigo 6.76 + 0.34 

10 6.88 + o. 31 0,19 N.S. 

50 Muerte Celular 

lCTO Muerte Celular 

300 Muerte Celular 

(a) Promedio de 50 metafases en dos experimentos, utilizando el mismo 

donador~ 

N.S. no significativo. 



TABLA IV. 

EFECTO DE LOS HERBICIDAS DIURON Y LINURON SOBRE EL CICLO CELULAR DE 

LINFOCITOS HUMANOS. 

CONCENTRJ\CION 

(ppm) 

TESTIGO 

20 

40 

50 

75 

100 

150 

300 

TESTIGO 

10 

50 

100 

300 

E.E. E.E. 

DIURON 

13.5 

14.5 

23.0 

25.0 

26.0 

23.0 

22.5 

24.0 

:':. 

.:!:. 

.:!:. 

.:!:. 

0.45 

0.25 

1.20 

0.99 

o;oo 
0.10 

0.55 

1.20 

61.5 

54.5 

59.0 

54.0 

71.0 

74.0 

68.0 

63.5 

:t 

:t 
.:!:. 

:!:. 

.:!:. 

1.35 

1.05 

o.so 
0.50 

o.oo 
o.oo 
1.20 

0.14 

L I N U R O N 

25.5 

24.5 
.:!:. 

.:!:. 

l. .40 

0.45 

Muerte Cel.ular 

Muerte Cel.ular 

Muerte Cel.ular 

65.5 

69.5 

0.55 

0.45 

Muerte Celular 

Muerte Celular 

Muerte Celular 

25.0 

31.0 

18.0 
:!:. 

:!:. 
21.0 .:!:. 

3.0 

3.0 

9.5 

12.5 

9.0 

6.0 

E.E. 

0.85 

0.79 

1.69 

1.49. 

o.oo 
0.10 

0.64 

1.04 

0.80 

o.oo 
Muerte Celular 

Muerte Celular 

Muerte Celular 

(a) Promedio de 200 metafases en dos experimentos, utilizando el 
mismo donador. 

M1 Metafase de primer ciclo 

M2 segundo ciclo 

M3 tercer ciclo 



H O 

1 11 /H 
R1-N-C-N 

........ R 
3 

Derivado desmetilado 

H O 

1 11 /R2 
·R1-N-C-N .......... H 

Derivado desmetilado o 

H o/ 
1 11 :a

2
o 

desmetoxilado 

Der~~-.=~i~ ' "1 ¡~02 + Nlij 

/ ~
erivado Derivado 
onjugado de nitrito 

H O H H O 

1 11 / 1 11 
R¡-N-C-N-X R¡-N-C-N02 

Derivado conjugado derivado de nitrito 

Figura l. Camino propuesto para l.a degradación de los herb.!_ 

cidas ureicos en las plantas superiores. R
1

= estructura del anillo, 



o 
11 CH 

NH-C-N ............ 3 

\ Cl - O-CH . 3 

3-(3, 4-diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea 

Figura 2. Fórmula estructural del Linur6n. 

o 

-o 11 CH 
Cl -NH_C_N, 3 

CH 
Cl 3 

3-(3, 4-diclorofenil)-1, 1-dimetilurea 

Figura 3. Fórmula estructural del Diur6n. 



zona de unión entre una re 
gión replicada y otra no repli'Cada. 

Ruptura'.?dé:, 1a doble hebra del 
ADN justo en el; sitio de unión en 
tre las zonas replicadas y no repl~ 
cadas. 

Unión de una hebra hija de ADN 
(recien rep1icada) con una hebra pr.2_ 
genitora (no rep1icada), complet6nd_Q. 
se un ICH. 

Figura 4. Modelo propuesto para exp1icar la formación de 
intercambioS\_de cromátidas hermanas (Painter, 1980, 1982}. 



* APENDICE l. Prueba estadística de "t" de Student. 

X: x1 o 
t = donde E.E.= 

s 

E.E. E.E.
1 lfN\ o 

* 

X = media del grupo testigo. 
o 

~ = media del grupo tratado. 

E. E. 
0 

Error estándar del grupo testigo. 

E.E. 1 = Error estándar del grupo tratado. 

Tomado de Parker, E. R. 1976. Estadística para biólogos. Omega, 

Barcelona. pp, 2Q-24. 
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