DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS -

EFECTO DEL HERBICIDA MOLINATE (ORDRA M)
SOBRE LAS CELULAS MERISTEMATICAS DE LA
RAIZ DE Vicia fabe

T E S 1 s
QUE PARA OBTENER EL TMTULO DE
B I OL O GG O

P R E S E N T A
MARIA DE LOURDES RODRIGUEZ MADRID

REALIZADA BAJO LA DIRECCION DE LA
DRA. SANDRA GOMEZ ARROYO

EN EL LABORATORIO DE CITOGENETICA ¥ MUTAGENESIS AMBIENTALES
DEL CENTRO DE CIENCIAS DE LA ATMOSFERA

MEXICO. D. F. 1992

T isis COH
‘L sEiLh DI ORIGR




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

PAG.

| RESUMEN . 1
INTRODUCCION . T2

MATERIAL Y METODOS ) 12

RESULTADOS 15

DISCUSION Y CONCLUSIONES 17

REFERENCIAS 25

TABLAS Y FIGURAS 33



EFECTO DEL. HERBICIDA MOLINATE (ORDRAM)
SUBRE LAS CELULAS MERISTEMATICAS DE LA RAIZ DE
Vicia Taba

RESUMEN

Se evalud el efecto del herbicida molinate sobre las
células meristemdticas de la raiz de Vicia raba en las
etapas de metafase y anafase. Se probaron concentraciones
de 25, S0, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 ppm. Los
resultadaos muestran que el molinate a- 100 ppm incrementa la
frecuencia de alteraciones cromosdmicas, tales como
cromosomas con el centromero inactivado, anafases
multipolares, isocromosomas, puentes sencillos y deobles asi
como fragmentos cromatidicos e isaocromatidicos. Tambbién se
registré la presencia de micronucleos en células en

interfase. A partir de 200 ppm se chservd muerte celular.



INTRODUCCION

€l empleo continuo de amplia variedad de productaos
quimicos asi como los desechos industriales y agricelas,
repraesentan serios problemas de contaminacién lo que
constituye riesgo potencial para la salud del hombre y de
cualquier ser vivo.

En agricultura, es necesario el uso de pesticidas para
controlar y erradicar organismas nocivos que ocasionan
grandaes pérdidas a la productividad, sin emhbargo, la
utilizacion excesiva de é¢stos ha tenido consecuencias
deletéreas en el medio ya que millones de toneladas son
arrojadas directamente sobre los cultivos.

Estas sustancias tdaxicas son postericrmente
arrastradas por las precipitaciones pluviales al mar
afectando la vida acuaAtica y terrestre a traves de la
cadena troafica.

Se han encontrado rastros de pesticidas en peces, aves
v algunos vegetales (Garcia-lLara, 1975). Gran cantidad de



éstos han sido registrados en la Agencia de Proteccidn
Ambiental como perjudiciales (Guthrie, 1980). Varios
autores los han descrito como mutagénicos, teratogénicos y
carcinogeénicos (Kay, 1974; Seiler, 1978; Marliac, 1979).

Entre los pesticidas se ubican a los herbicidas, los
cuales se han aplicado desde épacas antiguas,
principalmente las sales de cobre, acido sulfurico, clorate
de sodio, boratos y sales de arsénico, en dosis masivas
(Hartley y West, 1976).

Mas tarde con el desarrollo de la industria quimica se
empieza a introducir otro tipo de agentes como son los
herbicidas inorgénicos, derivados del petrdleo, compuestos
nitrados y productos hormonales. Desde 1945 y en los
Ultimos 28 aMos el incremento ha sido tal que da origen a
gran variedad de herbicidas organices. El consumo de
herbicidas supera al de otros pesticidas (Barbera, 1976).

Entre los diferentes herbicidas, los carbamicos
constituyen un grupo impartante, todos ellos se derivan del
dcido carbamico HO-CO-NH= del que existen dos tipos, los
tiolcarbamicos HS-CO-NH= y los ditiocarbdmicos SH-SC-NH=z;
se conocen las sales de ésteres de éstos acidos obtenidos
por sustituci6n del hidrdégeno en los OH- y SH- por
radicales organicos, ademds los hidrégenos del amino se
reemplazan total o parcialmente por radicales organicos
(Barhera, 1976).



Los herbicidas son productos volatiles a presiones de
vapor muy elevadas, la mayoria son facilmente incorporados
al sualo donde persisten por corto tiempa, su ingreso al
vegetal es a través de la raiz y por los coledptilos en
crecimiento, los microorganismos del suelo contribuyen a su
degqradacidn (Kaufman, 1967).

Se han descrito estudias de acerca del efacto
citolegico (Amer, 1974) y genético (Turkula y Jalal, 1985)
de algunos herbicidas ya que actuan principalmente
inhibiendo la divisidn celular, lo gue interfiere
directamente con el crecimiento de la planta (Corbett,
1974). Son metabolizados rdpidamente en el higado de rata,
la sulfnuidacibn'parece ser el mecanismo general cuando se
realiza la desintoxicacion de éstos herbicidas (Casida et
al., 1973).

Con respecto a su efecto genético, se han probado laos
herbicidas tiolcarbamicos para observar su actividad
mutagénica en Salmonella typhimurium con requerimiento de
histidina, con y sin activacion metabdlica notandose que en
las cepas TA 100 y TA 1535 son mutagénicos solo en
presencia de activacion metabdlica causando sustitucidn de
pares de bases (Sikka y Florezky, 1978).

Innes et al. (1969) observan que las ratas expuestas a
dialato en una concentracion de 100 mg/kg desarrallan
tumores lo que indica que es un carcinodgeno y su exposicion
es peligrosa.



El molinate (S—etil hexahidroazepina il-carbotionato)
es un herbicida tiolcarbamico con una solubilidad en agua
de 1000 ppm a 20 =C, asi como en acetona, isopropanol,

metanol y xileno. (Fig.1)

Cepas de de microorganismos aislados del suelo fueron
incubados en medio de cultiveo adicionado con 40 y SO ppm de
molinate encontrandoase que Hycobacterium sp., Streptomyces
sp. y Fusarum sp., crecen y lo degradan a pHde S a 7 y
temperatura de 20 a 30 °C a través de un procese co—
metabélico (Horvat, 1972).

Es descompuesto por enzimas extracelulares o por
enzimas celulares después de que penetra a traves de la
membrana de Mycobacterlius sp., para que este proceso se
real:ice en la rizosfera de Fusarum sp. se requieren altas
concentraciones de aminodcidos y azdcares (Wright, 1978).
El exceso de nutrientes en Mycobacterium sp. y
Flavobacteriuam sp. suprime su actividad mientras que en
Streptomyces sp. la promueve (Imai y Kuwutsuka, 1986).

En Mycobacterium sp. y Flavobacterium sp. el molinate
se oxida en la radical S-etil y después en el anillo
azepina, posteriormente dicha oxidacion se efectda en el
Atomo de azufre, en Fusarum sp. s&lo acurre en el anillo
azepina (Imai y Kuwatsuka, 19864).

La vida media de este compuesto en suelos



superficiales es de 8 a 25 dias y en los profundos es de 40
a 1460 . En los suelos estériles su descomposicidn es lenta

mientras que en los fértiles es rdpida, lo que implica que

los microorganismos contribuyen a este proceso.

Se han estudiado las posibles vias metabdlicas del
molinate en suelos, la primera indica que el atomo de
azufre es oxidado para originar sulfokido y sulfona los
cuales son hidrolizados a HMI (Hidroximetilenoimina), la
segunda plantea la oxidacidn en la posicidn 2 y 4 de las
carbonos del anillo azepina encontrandose como productos 4
Hidroxi- y 4oxo-molinate, en la tercera se propone que
ocurre oxidacidn de la molécula etil para formar molinate
alcohol y molipate acido (Imai y Kuwatsuka, 1982), Se
sugieres que la segunda via puede ser la mas importante en
condiciones profundas y la tercera a niveles superficiales.

Kaufman (1967) propone que los herbicidas
tiolcarbamicos se degradan por hidrolisis de los enlaces N-
€C0-S en suelos, sin embargo, se observa que la reaccion
principal del molirate es la oxidacion de los alquil
carbonos en condiciones humedas, algunos residuos de dstos
permanecen en el suelo. Este herbicida es toxico en
gramineas, y se usa para el control de Echinochloa sp. en
arroz (Worting, 1984).

-En plantulas del pasto (Echinochlea crus. galli var.
Orizacol Ohwi) se utiliza molinate marcado con C!% a 10 ppm
par 48 horas de exposicion en donde se absorbe a traves de



la raiz y de la parte basal del tallo, la radicactividad se
distribuye en dos sentidos acropétalo y basipétalo; éstas
plantulas lo degradan y sus tejidos tienen gran capacidad
patra transportarlo, los metabolitos que se obtienen son
molinate sulféaxido, 40H molinate, molinate alcohol, 2-oxo
molinate, S-etil N-carboximetil tiocarbamato (CMET),
molinate acido hexametilenoimina (HMI), 2 oxo HMI y 4 OH
HMI. Los metabolitos que se encuentran en mayor cantidad
son molinate alechol 4-oxo y 2—-oxo molinate (Imai vy
Kuwatsuka, 1983).

En plantulas de arroz{ Oriza sativa) se cbserva que
con 10 ppm de molinate marcado con C!'? tratadas por 48
horas se absorbe el 7 % de la radicactividad por la raiz,
€1 durante cinco dias posteriores a la expasicidn las
plantulas se tranaladan a un medio libre de molinate C!~ se
nota que una parte de la radicactividad se desprende como
CO0x*~ y el 60 % es liberado de las raices al medio de
cultivo, sin embargo el 30% permanece en las plantulas
(Imai y Kuwatsuka, 1983).

En plantulas se conoce la posible via metabolica
proponiéndoase que )l Atomo de azufre es oxidado a sulfdxido
y convertido a compuestos conjugades, una parte del
sul foxido puede ser transformado a (HMI) probablemaente a
traves del sulfdxido de la molécula de molinate, los dtomos
de carbone del anillo azepina son oxidados a derivados
hidroxi y oxo, é#stos radicales son metabolizados a OH-HMI y
oxo HM1. Después se oxida el atomo de azufre y se hidroliza

a CMET por la fusién del anillo azepina, el carbdn final de



la molécula S~etil se oxida a hidroxi— molinate alcohol y a
carboxi~ molinate 4cido (Imai y Kuwatsuka, 1983). (Fig. 2)

Se ha descrito que laos Atomos de carbono del radical
N-alquil de algunos herbicidas tiolcarbamicos son
incorporadas a las plantas (Gray, 196%). El modo de accidn
de estos herbicidas en vegetales es mediante la formacion
de radicales sulfhidrilo (Casida et al., 1975).

No hay estudios acerca de la toxicidad crdnica, sin
embargo se han realizado ensayos para determinar los
limites de tolerancia media (LTM) en crustaceos, resultando
ser toxico en Raﬁqia cuneata con 24 horas de exposicion a 3
libras/galén (Chayarach y Ratananum, 19735).

En mamiferos es metabolizado rdpidamente, se ha
observado que en ratas aproximadamente el BO% es excraetado
por la orina y el 10% por las heces, cuando se usa una
dosis de 72 mg/kg por 48 horas (De Baun y Bova, 1978a).

Por otro lado, se analizan varios tejidos de ratas
previamente tratadas con molinate marcade con C'“* a una
dosis de 72 mg/kg por via oral encontrdandose que laos
residuos asociados & éstos decrecen al septimo dia despuds
de aplicarlo, Eon la excepcion de que en sangre se obtiene
un nivel alto, el cual permanece constante por este mismo
peri{odo (De Baun y Bava, 1978b).



Hubell y Casida (1977) han mencionado que en ratas
inyectadas intraperitonealmente con 1.0 m mol/Kg de
molinate se excreta el 2% de la dosis como N-acetil S~
hexahidroazepina-l—carbonil cisteina en la orina.

También ha sido probado sobre el sistema inmune de
rata, donde no se nota efecto con 160-320 mg/Kgrsdia, sin
embargo, debido aparentemente a un efecto de toxicidad
general del herbicida el 40% de los animales mueren
(Smialowiz y Luebke, 19835).

Kawatsu (1977) reporta que el molinate a 0.32 ppm
durante 21 dias de exposicién en carpa japonesa (var.
Yamato Koi) produce hemorragia brangquial. Ochiai y Kubota
{1978) describen en carpa americana con 10 ppm que
adicionando vitamina K por 14 dias de tratamiento se
reducen los efectos toxicos, posteriormente se realiza otro

. estudio en carpa japonesa con molinalte a 1.2 ppm agregando
dcido L—ascérbico donde se nota que también disminuye su
toxicidad.

Lay y Menn (1987) mencionan que el molinate es
rapidamente metabolizado a molinate sulfoxido y molinate
sulfona. El primero a 4 ppm durante dos semanas de
exposicién mata a las carpas japonesas en un periodo de S
a 7 dias. Mientras que muetren al aplicarles el segundo a la
misma concentracion durante 30 minutos resultando mucho mas
toxico que el molinate sulfdxido.
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La LDmo en ratas administrada por via oral es de S0OL-
720 mg/Kg de peso, en tanto que por aplicacion dérmica es
superigr a 2000 mg/kg (Barbera, 1976).

Con el prapésito de detectar los efectos genéticos y
toxicos inducidos por la gran variedad de mutagenos
quimicos y fisicos presentes en el medio y de evaluar el
riesgo que representan para la salud del hombre, se han
desarrollado diversos sistemas bioldgicos de prueba. Uno
de ellos lo constituyen las células meristemiaticas de la
raiz principal de Vicia faba, que ofrece amplias
posibilidades para estudios citagenéticos ya que su namero
cromosémico no es elevado (2n = 12), el gran. tamafrfo de sus
cromosomas permite su facil observacidan (Kihlman, 1975),
ademas de que existe elevado porcentaje de células en
divisién, Su cariotipo normal esta farmado por un par de
cromosomas metacéntricos que poseen una gran constriccién
secundaria en la region del organizador nucleolar, que
separa un largo satélite y cinco pares de cromosomas
subacrocéntricos . La duracidn del ciclo celular en la
raiz principal os de 19.3 horas a 19 =C. La interfase
incluye los periodos B; (presintético), S (sintético) y Gz
(postsintetico), que tienen una duracion de 4.9, 7.5 y 4.9
horas respectivamente y la mitosis es de 2 horas (Evans y
Scott, 1964).

La division celular es afectada por substancias que
influyen en algunas de sus fases, en la formacién del huso
mitético y en la citocinesis (Kihlman, 1966). Los agentes
que i1mpiden la entrada de las células en mitdsis inhiben
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las divisiones de éstas asi como dei nuclec y de los

cromosomas.

Los agentes fisicos y quimicos por el tipo de
aberraciones que inducen y depandiendo de que para la
expresidn de dichas alteraciones, se requiera pasar porvla
etapa de sintesis se han clasificado en S-dependientes y S—
independientes y deacuerdo al momento en que aparecen se
consideran de efecto retardado y efecto no retardado
(Kihlman et al., 1978).

Debido a la importancia que tienen los herbicidas y
la escasa cantidad de investigaciones que se han realizado
acerca de su posible daffo citogenético, en este trabajo se
pretende evaluar 21 efecto del herbicida tiolcarbamico
molinate sobre los cromosomas de las células meristemdticas
de la ratz de Vicia faba, mediante el registro de
aberraciones en metafase y en anafase.



MATERIALES Y METODOS

fara la realizacién de las experimentos que a
continuacién se describen, se utilizaron semillas de Vicia
faba var. minor, las cuales se lavaron en agua corriente
por 2 horas. Posteriormente se sumergieron en agua durante
24 haras a temperatura constante a 21 =C con el objeto de
acelerar la germinacion.

Transcurrido este tiempo se lavaron en agua corriente
y se calocaron entre docs capas de algodén humedo
manteniéndolas en la oscuridad y a temperatura constante
hasta que aparecié la radicula, en ese momento se removid
la testa para evitar la contaminacién por hongos. Cuando
las raices midieron de 4 a & cm de longitud se elimind la
cofia y se procedid a la experimentacion.

Se prepararon soluciones de molinate (Ordram) con las
siguientes concentraciones: 25, S0, 100, 200, 300, 400, S00
y 1000 ppm en un volumen de SO0 ml cada una, se colocaran
en vasos de precipitado cubiertos con papel aluminio
perforado previamente para introducir las raices de las
plantulas y lograr su contacto con la solucion.
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Para el analisis de las células en anafase,el tiempo
de tratamiento fue de 4 horas con 2, B y 14 de recuperacidn
y de O, 5 y 11 horas de recuperacion mds tres horas de
colchicina para acumular metafases, al iniciar a
recuperacidn las plantulas se lavaron para eliminar el

exceso de pesticida.

La recuperacidn se llevé a cabo en un baffo con agua
corriente, aireacién y temperatura constantes (21=C) en la
oscuridad durante los lapsos ya mencionados. tos lotes
testigo, una para cada caso, se mantuvieron en las mismas
condiciones que los expuestos, excepto que las raices se
sumergieron en agua destilada,después se hicieron cortes de
2 mm de longitud de las puntas de las raices se figjaron en
etancl-acético (3:1) y se agregd HCl SN por 20 minutos en
bato Maria a 28 °C a continuacion se lavaron por 3 minutcs
tres veces con agua destilada, se secaron y se tiferon
con el reactivo de Schiff (tincion de Feulgen) durante 22
minutos en la escuridad, posteriormente se trataron con
pectinasa al 2% disuelta en amortiguador de citratos a pH
4.7 por 10 minutos para los testigos y aprovimadamente 40
minutos para los tratados esta dieferencia de tiempo fue
debida al endurecimiento que mostraron.

En seguida, se desechd el exceso de pectinasa y los
cortes se pusieron en partaobjetos planos que contenian una
gota de acido acético al 45 %, se colocd un cubreobjetos y
se hizo presién con la goma de un ldpiz para obtener el
aplastamiento en monocapa (“sgquash").
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Fara hacer las preparaciones permanentes se utilizo la
teécnica de Conger y Fairchild (1953), acomodandolas sobre
hiela seco hasta que estuvieron completamente congeladas.
Despues se desprendid el cubreobjetos con un bisturi y se
deshidrataron con dos cambios rapidos de butanol absoluto.
se seca el alcohol y se montaron en bdlsamo de Canada
(Sitgma).

Las laminillas fueron manesjadas por medio de una clave
para evitar prejuicios en el observador.

Con el ocbjeto de cuantificar las aberraciones se
analizaron toﬁas las células en anafase y 100 metafases
presentes en cada una de las diferentes preparaciones,
ademds se obtuvo la frecuencia de micronicleos en células
en interfase.

En todas las concentraciones y tiempos de recuperacion,
asi comeo en sus respectivos testigos se realizaron los
experimentos y la repeticién de los mismos.



RESULTADOS

El efecto producido por el molinate en los cromosomas
de las ceélulas meristemdticas de la raiz principal de Vicra
faba se evalua mediante el andlisis de las alteraciones gue
se presentan en células en metafase y anafase después de
diferentes tratamientos con sus respectivos tiempos de
recuperacidn (Tabla I a la VI).

Se analizaron 200 células en metafase encontrandose
aberraciones como rompimientos isocromatidicos,
cromatidicos y anillos cromatidicos, las alteraciones se
presentan a partir de las 4 horas de tratamiento can % de
recuperacidn mas 3 horas de colchicina para acumular
metafases (12 horas desde el inicig del tratamiento), se
manifiestan en 25, 50 y 100 ppm mientras que en las
concentracicnes de 200, 300, 400, 500 y 1000 ppm se observa
muerte celular tanto en 12 como en 18 horas postratamiento
(Tablas 1 a I1I).

Con 4 horas de molinate y 3 de colchicina no hay
efeclo en ninguna de las concentraciones probadas y 1la
muerte celular se produce a partir de 400 ppm (Tabla I,.

En tanto gque en los lapsos de recuperaci®n mavores de
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(B y 14 horas) aparecen aberraciones de tipo cromatidico e
isocromatidico notandose que al aumentar la concentiracion
se 1ncrementa la frecuencia de aberraciones y a partir de

200 ppm se induce la muerte celular (Tablas II y IID). .

Cuando las alteraciones se analitan en anafase, se
observa un comportamiento similar ya que en 4 horas de
exposicion y das de recuperacidn no se presentan
aberraciones cromosdmicas, s6lo se evidencian isocromosomas
y enafases multipolares en 100 ppm y a partir de QOO PPM sE
provaoca la muerte celular.

En el caso de los micronucleos, estos se encuentran en
casi todas las concentraciones pero con un comportamiento
muy errdtico (Tabla 1V).

En los tratamientos de 4 horas y 8 de recuperacidn se
evidencian aberraciones y cromosomas con el centroémero
inactivado, solo en este caso y en el de las anafases
anormales se presenta respuesta de acuerdo con la
concentracidn, en las otras alteraciones no hay dicha
camportamiente (Tabla V). Cuando se expusieron las ralces a
4 haras y se recuperaron por 14 se nota que al aumentar la
cantidad de molinate se eleva la frecuencia de anafases
anormales, aberraciones totales e isocromosomas, en tanto

que en los demds casos no ocurre (Tabla VI).



DISCUSION Y CORNCLUSIONES

lLas plantas superiores se han usado ampliamente en el
estudio de los efectos genéticos de gran variedad de
mutagenos fisicos y quimicos (Nilan et al.,1963). Los
estudios realizados con las raices principales de Vicia taba
para detectar aberraciones cromosémicas provocadas con
productos quimicos ambientales lo describen como un sistema
adecuado {BGrant et al., 1981; Ma, 1982; Gomez—-Arroyo y
Villalobos-Pietrini, 1983).

Para inveatigar los efectos de estos agentes a nivel
citogenético generalmente se observan los cromosomas en la
etapa de divisién celular correspondiente a la metafase y/o
anafase, que es cuando se encuentran mas contraidos e
identificables (Canger, 1945; Kihlman, 197353 Savage, 1973).

€n este trabajo se decidid evaluar el dahto provocado
por el molinate en ambos estados, puesto que se pueden
observar alteraciones como rompimientos isocromatidicos,
cromosomicos y anillos, asl como efectos a nivel del
centromero y del buso mitdtico.
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l.as alteraciones que se presentan en células en
anafase son cromosomas con el centrémero inactivado,

isocromosomas y anafases multipolares.

Segun Kihlman (19&46) los agentes fisicos y quimicos se
han -clasificado de acuerdo con el momento en que aparecen
las aberraciones, cuando estas se presentan 3 horas después
de iniciado el tratamiento y su frecuencia maxima esta
entre las 4 y las 10 haoras, se consideran como de efectoc no
retardado, sin embargo cuando surgen B horas después del
tratamiento y su frecuencia maxima se manifiesta entre las
24 y las 4B horas hay efecto retardado, denominandose S-
independientes y S-dependientes, respectivamente (Kihlman
et al.,1978).

En este trabajo la aplicacidn de distintos tiempos de
recuperacion se hizo con el fin de establecer la
sensibilidad de las diferentes etapas del ciclo celular y
determinar el comportamianto que tiene el molinate con
respecto a la aparicién de las aberraciones en cuanto a
efecto retardado o no retardado y por lo tanto si se

comporta como un agente S-dependiente o S—independiente.

Ejemplos de agentes S-dependientes son las
radiaciones ultravioleta y los agentes alquilantes (Bender
et al.,1973) y de S-independientes son las radiaciones
ionizantes, antibidticos como la bleomicina, pleomicina
asi como algunas oxipurinas metiladas (Kihlman, 1977).



19

En 21 caso de los S-dependientes se requiere de la
sintesis de ADN para que las aberracionas se expresan y
anicamente originan alteraciones cromatidicas no importando
el estado del ciclo celular en el que se encuentren las
células sobre las qua actuan y son producidas por
rompimientos de banda sencilla y dakfo a las bases del ADN

(Kihlman et al., 1978).
Con los S—independientes, las aberraciones se

presentan sin que sea necesaria la sintesis de ADN y se
provocan alteraciones de diferentes tipas de acuerdo a la
etapa del ciclo celular en donde se lleve a cabo el efecto,
siendo estas subcromatidicas cuando la unidad de ruptura es
media cromatida y las alteraciones se inducen en profase;
cromatidicas si la unidad de rompimiento es la cromdtida y
se forman en S y en Bz y cromosémicas donde la unidad de
ruptura es el cromosoma y se produce en G. estas
alteracioes son el resultado de dafo a las bases y de
rompimiento de banda sencilla y doble (Kihlman et al.,
1978) .

De acuerdo con los resultados obtenidos se aobserva gque
el molinate aplicado a diferentes concentraciones y tiempos
de recuperacion altera los cromosomas de la células de la
raiz de Vicia faba cuantificandose el efecto en las atapas
de anafage y metafase. En esta investigacién las
aberraciones se presentan a partir de las 12 horas después
de 1niciado‘e1 tratamiento en ambas fases, esto indica que
el agente utilizado se comporta como S—dependiante y con
etecto retardado y las alteraciones que se inducen son de
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tipo cromatidico, lo que muestra que se requisre de la
sintesis de ADN para que las lesiones se manifiesten como
resultado de erraores durante la replicacién (Evans, 1964).

Al respecto se sabe que los agentes alquilantes son
un grupo importante en la induccion de mutaciones y tal vez
son los mejor estudiados (Verly, 1974), éstos actuan como
especies electrofilicas capaces de reaccionar con el ADN en
los atomos de nitrégeno y de oxigeno de las bases adenina,
guanina y citocina también con los grupos fosfato, teniendo
preferencia por el N, de la guanina aunque el 0, de esta
base es el sitio alquilado mas importante para la
mutagenésis.

l.a alta reactividad de estas sustancias se debe a la
formacion de iones carbonilo positivos, los cuales son
altamente nucleofilicos (Verly y Brakier, 1970). Se
describen dos tipos de agentes alquilantes, de acuerdo con
su funcionalidad es decir, al! numero de contactos que
puedan establecer con el sitio de reaccién que depende de
la cantidad de grupos alquilantes que presentan (Brendel y
Ruhland, 1984).

Los agentes monofuncionales tienen un grupo alquil
activo y producen en el ADN bases alquiladas, sitios
apurinicos y rupturas monocatenarias siendoc este dafo
reparado en la mayoria de los casos, las bases alguiladas
que no son repardas s consideran sitios de mutacien,
dehido a ésto, los agentes alquilantes son altamente



21

mutagénicos (Strauss et al., 1969).

Los agentes bifuncionales actuan frecuentemante como
monofuncionales, pero a veces alquilan dos sitios
simultaneamente, por lo general dos guaninas entre las
cuales se establecen puentes intracatenarios o
intercatenarios, é&stos causan retraso en el ciclo celular y
en muchos casos impiden la replicacitn del ADN ocasionando
la muerte celular (Strauss et al., 1949; Verly y Brakier,
1970; Lawley, 19743 Chen et al., 1981). Estos compuastos no
solo inducen mutaciones puntuales y aberraciones
crompsomicas, sino que también son altamente toxicos,
teratogénicos y carcinogénicos (Koller, 194%9).

E)l efecto mutagénico de los agentes alquilantes segun
Bautz y Freeze (19460) se explica debido a los cambios
producidos en una base del ADN alquilada que provecan la
separacion de ésta dejando un filamento incompleto en su
informacién el cual puede dirigir la incorporacion de
cualquiera de las bases existiendo posibilidades de un par
de bases errdneas en su replicacidn.

Este herbicida presentt¢ un efecto fitotdxico a partir
de 200 ppm observéandose necrosis y flacides en la radicula
confaorme aumentd la concentracidn, provocande el deterioro
del tejido hasta producir la muerte celular. Este dato
posiblemente se deba a que el molinate se comporte como un
agente alquilante debido al radical etilo que presenta su

molécula, se ha visto que los agentaes alquilantes pueden
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reaccionar con el ARN, las proteinas y los lipidos
(Veleminsky et al., 1973), y son capaces de interactuar con
las bases puricas y pirimidicas de los dcidos nucléicos
{Heslot, 1977).

Se ha propuesto que los metabolitos producidos por
ciertos herbicidas tiolcarbamicos en ratas expuestas
contienen una molécula algquilmercaptanoc la cual se forma
por hidrélisis de la molécula tiolcarbamica en la unidn
aater (Fang, 1975; Ong y Fang 1976) y es posible que 1la
malécula clorcalquilmercaptano provocada por estos
herbicidas pueda reaccionar con las bases pirimidicas en el
ADN, tal vez induciendo efectos mutagénicos (Szabo et al.,
1970).

En este trabajo se observa que el molinate causa
alteraciones como son cromosomas con el centrémero
inactivado, isocromosomas, anafases multipolares,
fragmentos cromatidicos e isocromatidicos, anillos
cromatidicos y micronuicleos.

tos cromosomas con el centromero inactivado quedan
fuera de la cinética normal de 1la anafase (Gamez—-Arroyo et
al., 1985), ya que no se integran a los nucleos hijos y
pasteriormente dardn origen a células aneuploides, debido a
la pérdida o0 adicién de cromosomas. Los isocromosomas se
inducen por la ruptura transversal del centromero (Ramanna
y Natarajan 19643 Nicolff y Gecheff, 1976).
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las anafases multipolares se manifiestan como
alteraciones en el huso mitético en este caso se forman mas
de dos grupos de cromosomas lo que da como resultado
reduccicon en el numero cromosémico (Levan, 1938). El huso
esta constituido por microtubulos los cuales son el
resultado de la polimerizacidn lineal de las moléculas de
tubulina que se unen una con otra dando lugar a una fibra,
los enlaces entre las moléculas de proteinas son de tipo
disulfuro y las moléculas se agrupan paralelamente entre si
por puentes de hidrégeno (Brachet, 1775). En el caso del
molinate también tiene efecto a este nivel.

Los microndcleos se observan en células en interfase y
son la expresién de los fragmentos acéntricos, éstos
resultan del rompimientoc de las cromatidas y de cromosomas
con el centrémeroc inactivado e isocromosomas los cuales ne
son transportadas paor el huso a los polos durante la
anafase (Schmid, 1975.,B8omez—- Arroyo et al., I985) gquedando
excluidaos de los nicleos hijos, su tamaftfo varia de acuerdo
con el tamafto y la cantidad de rompimientos que son
inducidos por la sustancia (Ma, 1979).

En este trabajo los micronucleos no muestran un
compartamiento claro, sin embargo esta prueba puede ser
empleada como un criterio rdpido para determinar si un
agente fisico o quimico induce dabo cromosomico. Tanto en
metafase como en anafase se nota un comportamiento similar
en cuanto a la aparicidon de las aberraciones ya que en
ambos casos éstos se presentan daespues de 12 haras de

tniciado el tratamiento y son de tipo cromatidico, aunque
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con los dos sistemas se gbserva una relacion de
concentracidn-efecto eata es mas clara en el andlisis en
metafase. Asimismo las frecuencias de aberracicnes son
mayores en esta ultima debido probablemente a que la
observacién es mejor ya que en anafase los fragmentos
acéntricos pueden pasar desapercibidos (Kihlman, 1975). Sin
embargo en este Pperiodo es posible verificar el daflfo a
nivel centromérico, expresado como cromosomas con el
centrémero inactivado que se hacen muy evidentes en los
tratamientos de 4 horas y 8 de recuperacion, ademds de
isocromosomas y anafases multipolares (Tabla V).

Un aspecto que debe considerarse en cuanto al uso de
pesticidas es el de las medidas de seguridad para su
manejo experimental y en personas ccupacionalmente
expuestas a este tipo de sustancias, ya que en agricultura
se utilizan en gran cantidad y su inhalacidn o contacto
pueden ser peligrosos. En esta investigacién se observa que
el molinate aplicade a varias concentraciénes afecta la
estructura cromosémica de las ceélulas meristematicas de la
raiz de Vicia faba notdndose que existe una relacidn
concentracién-respuesta, aunque estos datos no pueden ser
extrapolados al hombre, es importante este tipo de
estudios, ya que aportan evidencias sobre el daffo genético
que permiten la prevencién de los riesgos.
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TaRA I, FRECUENCIA DE ALTERACIONES {-TESTIE0) PRODUCIDAS POR DIVERSAS COMCENTRACIONES DE
MILINATE CON 4 HIRAS DE TRATAMIENTO Y 3 DE RECUPERACION

COCENTRACION HETFIGES FRAGIENTDS CROMATIDICDS AMILLOS 10E
ANORWLES E ISOCROMATIDICOS CROMATIDICOS FRERRACIONES
- 0 0 0 0
LY 0 0 0 0
100 0 [ 0 [
0 o 0 0
W0 o 0 0 0
40 WERTE CAUUM
S0 WERTE CRULAR
1000 MERTE CELIALAR

+ SE NALTIMON 200 CELIRAS EN METAFASE PARA CADA DAST
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TARA 11, nmm:m DE_ALTERACIONES (-TESTIEO} PRODUCIDAS POR mvmsas mmrm:lm DE
MATE O(N 4 HIRRS DE TRATAMIENTD Y 8 DE RECUPERACIOM.

CONCENTRACION HETAFAGES FRAGMENTIG CROMATID]COS ANILLDS 1DE
ANDRIWALES E 1S0CROMATIDICOS CROMATIDICOS PBERRACICNES
z 4 4 o 2.00
50 15 13 2 7.50
100 YAl 21 2 10.00
200 MERTE CELWLAR

& 5E PNALIZARON 200 CELLLAS EN METAFASE PARA CADA CASO
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TABLA 111, FREUDCM DE N.mll- {-TESTIEO0 ) PRODUCIDAS POR DIVERSAS CONCENTRACIONES DE
NATE DN 4 HORAS DE TRATANIEMTO Y 14 DE RECUPERACION

CONCENTRACION HETFISES FRABYENTUS CROMATIDICOS ANILLDS 2
ANRLES E 150CROMATIDIDS CROMATIDICOS ABERRACIONES
-] 2 2 ° 1.00
x a 7 1 1.5
100 » 30 2 13.50
200 MERTE  CELULAR

¢ SE ANALIZARON 200 CELILAS EN METAFASE PARA EADA CASO
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TALA IV. m-:unms D€ ALTERACIONES (-TESTIGO l EX LS CROMDSOMAS DE Vicia faba INDUCIDAS CON
AS COMCENTRACTINES DE MOLINATE DURANTE 4 HORAS DE TRATANIENTD Y 2 DE REDLFERRCION

CONCENIRAC 10N MIN&S T ANFASES 1@#10&3 1 (ROMDSONS CIN L ISOCROMDSOWS. 1 ANFASES X MICRORIOLEQS

{ppe) ANORVLES AES £ CENTROMERG MALTIPOLARES
INACTIVADG
B % [} 0 0 [ ¢ 21
50 1317 0 0 o 9 0 0.2
100 1402 o 0 0 0.03 0.52 0.6
20 (-3 0 [ ° 0 0 .5
300 1329 ° 0 o 0 0 0
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TALA V. FREDUBLIS EN.TBW:II- (-nsum) EX LS CROMOSWS DE Vicip faba INMCIDNG COM
DE HOILINA A HRAS DE TRATARIENTD 1N

VAR1AS CONCENTRACI(NES DE
COMCENTRACION  ANAFAGES T ANFASES T ABERRACIDNES % CROMDSOMAS CIN X 1SOCROMOSOMAS X ANFOSES 1 RICHNICLEIE
{ppai TOTALES NORVLES 10 28 HATIPOLARES
. INCTIVADO

-] mn 2424 .20 0.70 0 o 2.2

% 1086 2.4 L L0 0 .12 0.9

100 o8 8.43 M 412 0.24 0,53

200 NERTE CELEAR

300 MERTE CELILAR
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TABLA VI, FRECUENCIAG DE ALTERACIONES (-TESTIGO) EN LOS CRIMDSOMAS D€ Vicia fada nm:ms N
VARIAS COMCEMTRACIONES D MOUIMATE DURANTE 4 HIRAS DE TRATAMIENTD Y 14 DE RECUPERAC

CONENTRACION  AWAFASES T ANFASES 1 ARRACIONES I (ROWSDIWS OO X JSOCROMBOMAS X ANRFASES
{ppa} TOTALES NORWLES TOTALES EL MLTIPRARES
INCTIVD0
23 o 0,43 L4 0.49 0 0.4
5% 273 3.43 n 140 0.08 0.5
100 3697 3.4 pR:) 0.36 (B4 0.50

00 MERTE CELILAR

1 HICROLCLEDS

L3
0.7
1.0
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