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RESUMEN 

La activación metabólica es un proceso que permite, en 
algunos casos, la expresión de la mutagenicidad de los plaguici­

das. El ensayo conocido como cocultivo de células vegetales/micro­

organismos es una prueba sensible y versátil utilizada para 
evidenciar la presencia de mutágenos (mediados por plantas) que 

supera las deficiencias de los métodos que usan plantas completas, 

homogeneizados de diversos tejidos o cultivos de células 

vegetales. Dichas desventajas consisten principalmente en la 
desnaturalización de las enzimas de los homogeneizados y en la 

contaminación microbiana del material vegetal cuando usan 

plantas completas. 

En este estudio se emplearon células de tabaco (Nicotiana 

tabacum) de la linea TXl para la transformación de los 

insecticidas organofosforados foxim o volatón y metil azinfos o 

gusatión y como criterio para la evaluación del daño genético la 

tasa de mutación revertantc de las cepas TA98 y TAlOO de 

Salrnonella typhimurium utilizando el procedimiento del cocultivo. 

Como testigos negativos se emplearon amortiguador de fosfatos 

(pli 7. 4) y medio de cultivo liquido (MX) y cor:io positivo a 

4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), que es una anilina cuya actividad 

mutagénica aumenta por acción del metabolismo vegetal. Tanto este 

último como las diversas concentraciones de foxim (2500, sooo y 

7500 µg/tubo de reacción) y de metil azinfos (1000, 1500 y 2000 

µ.g/ tubo de reacción) se agregaron ~ las b.icterias con y sin la 

participación de las células de Nicotiana para conocer sus efectos 

directo e indirecto sobre el ADN. El análisis estadistico se 

realizó mediantf' la prueba de e diseñada para experimentos de 

mutagónesis en microorganismos. 

Lu NOP, a concentraciones de 10 y 100 ll9 de NOP produce 

diferencias significativas en la frecuencia de reversión de la 

cepa 'l'A 98, observándose una relación concentracion-efecto. Al 

añadir células de tabaco, se incrementa notablemente este efecto 



mutagénico. En cambio en la cepa TAlOO s6lo la concentración mayor 
(100 µg) presenta diferencia significativa que también aumenta al 
añadir las células vegetales. Con el objeto de demostrar que es el 

metabolismo el que eleva la actividad mutagénica y no la presencia 

de las células TXl, éstas murieron por calor y se expusieron a la 
concentración mayor de NOP (100 µg) en cocultivo con las 

bacterias, notándose que las frecuencias de reversión halladas 

son similares que al aplicarla en forma directa. 

Los tratamientos con foxim o volatón incrementan signif icati­
vamente la tasa de mutación revertante a las concentraciones 

probadas tanto en TA98 ~amo en TAlOO, mientras que en cocultivo 
no hay efecto, es decir que a estas concentraciones no hay 
evidencia de que el foxim sea un promutágeno vegetal por lo que se 
infiere que se trata de un mutágeno directo el cual provoca 

mutaciones que involucran mecanismos tanto de corrimiento del marco 
de lectura como de sustituci6n de pares de bases. 

Al agregar metil azinfos o gusati6n se inhibe el crecimicn­

miento de ambas cepas de bacterias debido a efectos tóxicos. Sin 
embargo, al cocultivarse con Nicotiana tabacum se incrementa 
significativamente la frecuencia de reversión espontánea lo cual 

denota el comportamiento promutagénico de este compuesto, es decir 
que en presencia de células TXl y a las concentraciones probadas 
el metil azinfos se comporta como mutágeno indirecto. 

Aunque se logra una buena reproducibilidad en los tres expe­

rimentos que se llevaron a cabo, la expresión de concentración­
respuesta para ambos pesticidas no tiene una relación lineal. 

Los resultado~ muestran la elevada eficiencia de las células 

TXl para activar metabólicamente y reafirman la utilidad del 

método de cocultivo para el estudio de la transformación de 
promutágenos a mutágenos a través del metabolismo vegetal. 
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I, INTRODUCCION 

1.0 Antecedentes 

El establecimiento del riesgo asociado a los agentes qulmicos 

que forman parte del ambiente es una tarea que no puede 
e~prenderse sin el conocimiento adecuado de su comportamiento {Gow 

1988). Uno de los problemas actuales más serios lo constituye 

la presencia de enormes y variadas cantidades de productos 
químicos sintéticos que son arrojados al medio y que representan 

un peligro potencial para la salud humana (Litterst y Lichtenstein 

1971). 

La descarga de sustancias que son dispersadas en el planeta, 

por vía aérea o acuática (Sanderrnann 1988) y que se depositan en 

aguar suelo o aire afectan seriamente al medio (Higashi 

1988) .Muchas plantas comestibles son expuestas deliberadamente a 

pesticidas y a otros agentes qu1micos usados en la agricultura 

(Sandermann 1988). Estas plantas son el soporte de gran número 

de organismos gracias a la biosintesis de compuestos orgánicos 

que sum'inistran oxigeno (Higashi 1988). 

Es por lo tanto, importante evaluar los efectos de 

agentes quimicos ambientales sobre las propias plantas y examinar 

especialmente la acumulación da los mismos en aquellas que 

son comestibles y que están involucradas en la red trófica. Para 

proteger tanto el ambiente como la salud humana, es relevante 

considerar además la biotransformaci6n por plantas superiores de 

dichas sustancias en mutágenos activos (Higashi 1988). 

Las plantas se encuentran al principio de las cadenas 

alimenticias. Este hecho y la enorme biomasa vegetal que 

constituye en el planeta de alrededor de 1.8 X io 12 toneladas 

en peso seco, enfatiza la importancia de su metabolismo y de 

la bioacumulaci6n de productos quimicos ambientales (Sanderrnann 

1988). 



1.1 Activación metabólica en plantas 

Aunque las plantas han sido ampliamente usadas en la 

investigación de los efectos genéticos de agentes quirnicos y 

f1sicos (Nilan 1978), el hecho de que transformen sustancias 

inocuas en mutágenos es un terna relativamente nuevo. Durante 

algún tiempo se consideró que solo el hígado de mamifcros era 

capaz de llevar a cabo estos procesos metabólicos, sin embargo 

ya en 1976 Plewa y Gentile aportaron evidencias directas de la 

activación por medio de los vegetales. 

La demostración de que las plantas pueden activur agentes 

ambient~les e introducir rnutágenos en la cadena aljmenticia 

constituye un motivo de interés y preocupación sobre todo si se 

considera el amplio espectro de agentes qulmicos y la magnitud de 

su uso en la agricultura modernn, proceso a través del cual pueden 

incorporarse mutágonos en la dieta humana ( Gentilc et al.1986, 

Plewa et al. 1984b). Este cambio de promutágenos a mutágenos es 

un evento critico en la mutagénesls ambiental y los sistemas de 

prueba frecuentemente incluyen una fracción metabólicamente activa 

(semejante a los microsomas del hlgado de t'atn) que sirve para 

ello {Rasquinha et al. 1988). 

Un mutágeno ambiental es un agente flsico o qulmico liberado 

al ambiente, que puede alterar el genoma o sus propiedades 

funcionales. un promutágeno es un agente qulmico que sin ser 

mutagén.ico en si, puede ser biotransformado a un mutágDno (Plewa 

y Gentile 1982). J\st el término "activación vegetal" denota el 

proceso por el cual una sustancia no mutagénica es convertida por 

la acción biológica de una planta en rnutágeno (Plewa y Gentile 

1982). 

La capacidad de los vegetales de metabolizar pesticidas u 

otros agentes qulmicos extraños ha sido demostrada tanto en el 

campo como en el invernadero. Sin embargo, es dificil 

establecer diferencias entre las reacciones catalizadas por los 



microorganismos, por los constituyentes del suelo o por la luz, 
de las reacciones verdaderas de la planta. Sólo mediante estudios 
más rec.ientes usando callos vegetales en condiciones estériles o 
cultivos celulares en suspensión se ha demostrado claramente la 

capacidad metabólica de las plantas (Sandermann 1982). 

Plewa y Gentile (1982) 
separan ambos procesos, el 

genético usado para probar 

mencionan que únicamente cuando se 
de activación y el del indicador 

la mutagenicidad se obtiene la 
evidencia directa de que el agente ha sido activado por los 

sistemas enzimáticos vegetales o animales. El ensayo clásico de 

mutagenicidad de Salmonella/microsomas de mamlf ero ideado por Ames 

et al. ( 1975b) satisface por completo este punto as1 como el 
desarrollado en plantas por Plewa y Gentile (1975) 

Los estudios sobre activación vegetal pueden realizarse in 
vivo e in vitro. En el primer caso, el agente que se estudia se 

aplica .a una planta intacta, mientras que en el segundo es 
introducido en un homogeneizado vegetal estéril o cocultivado 
con células indicadoras. En ambos métodos un extracto vegetal se 

prueba subsecuentemente junto con un microorganismo indicador de 
sus propiedades qenotóxicas (Plewa y Gentile 1982) . 

Las primeras investigaciones sobre este campo se llevaron a 

cabo mediante un protocolo in vivo (Gentile y Plewa 1975, Plewa y 
Gentile 1975, 1976, Gentile et al. 1977). La principal ventaja 
del método in vivo es que el uso de plantas intactas semeja má.s 

las condiciones encontradas en los campos agricolas. Sin embargo 

hay algunas desventajas como son, la contaminación microbiana del 
material vegetal, los artefactos introducidos en los ensayos con 
microorganismos por los nutrientes presentes en las muestras, los 

problemas de dosimetr1a inherentes al tratamiento de plantas 
intactas y la posible modificación de los metabolitos o la 
inducción de reacciones qu1micas durante la homogeneización, la 

extracción y la concentración de las muestras ( Plewa y Gentile 
1962). 
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son cuatro los métodos de activación vegetal in vitro 

actualmente desarrollados. En todos ellos se exponen cultivos de 
células vegetales u homogeneizados celulares al agente químico y 

se evaló.a la mutagenicidad en microorganismos indicadores o en 
cultivo celulares o de tejidos de mamíferos (Plcwa y Gentile 1982) . 

En el caso de los ensayos in vitre con homogeneizados 
existen algunos inconvenientes ya que la pared que presentan todos 
los vegetales dificulta la ruptura lo cual implica problemas en la 

preparación de fracciones subcelulares (Gentile y Plewa 1988). 
Las técnicas convencionales de rompimiento usualmente provocan 

también la ruptura de: organelos (Price 1978) mientras que los 
fragmentos de membrana que contaminan las fracciones no son 

fáciles de medir debido a la carencia de marcadores enzim~ticos 

especificas. Otro aspecto importante es el hecho de que los 
vegetales no contienen tantas prote1nas por unidad de masa como 
los animales {Virtnanen 1962) lo cual dificulta su determinación 
en los hornogeneiz~dos de fracciones subcelulares. Por otro lado, 
los fenoles y las quinonas existentes en los tejidos vegetales que 
frecuentemente se liberan durante la homogeneización (Virtnanen 
1962), reaccionan al igual que las proteasas con las proteínas, 

todo ello en detrimento de la actividad enzimática (Van Der Valk 

1984). 

El ensayo de cocultivo de célula vegetal/microorganismo, 
desarrollado para analizar la activación de promutágenos por 
sistemas vegetales, supera el serio problema de la desnaturaliza­

ción de enzimas vegetales con estrategias de activación involu­
crando homogeneizados vegetales. Se basa en el uso de células 
vegetales vivas como sistema activador con algún microorganismo 

que indique el efecto genético (Plewa et al. 1983). Las células 

microbianas y vegetales se incuban en un medio adecuado junto con 
un promutágeno. La activación del compuesto se detecta por el 
crecimiento del microorganismo en un medio selectivo, mientras que 
la viabilidad de ambos tipos celulares puede ser monitoreada en 

otra parte del ensayo (Plewa et al. 1988). 
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La activación mutagénica de los agentes quimicos xenobioti­
cos es estudiada generalmente a dos niveles diferentes: 
i) El metabolito vegetal xenobi6tico que causa daño mutagénico 

en la planta misma. 
ii) El metabolito mutagénico que es conjugado y almacenado hasta 

que se libera y permanece activo al ser consumido por los 
animales o el hombre. Esta situación, en particular, puede 

ocurrir después de la aplicación de pesticidas a especies 

comestibles (Fig. 1) (Sandermann 1988). 

Ademéis de las cepas de Salmonella del sistema de Ames, se han 

empleado otras cepas bacterianas (Hansen et al. 1985), asi como 
la levadura Saccharomyces cerevisiae (Wagner et al. 1989) 

1.2 Metabolismo vegetal de agentes xenobióticos 

1.as plantas superiores metabolizan compuestos extraños por 
medio de numerosos mecanismos que incluyen oxidación, hidrólisis, 
conjugación y ocasionalmente reducción. Tanto en animales como en 

vegetales, el paso final de la biotransformación de la molécula 
xenobiótica es la conjugación (Fig.2 ) (Hlgashi 1988). 

Los agentes xenobióticos transformados por sistemas vegetales 
adquieren grupos reactivos tipo -OH, -SH, -COOH ó -NH2 que sirven 
a su vez como sitios funcionales para su posterior conjugación. 
Las especies conjugadas primariamente son facilmente excretadas 

en animales mientras que en las plantas, los conjugados formados 
asi, so,n posteriormente polimerizados para ser incorporados a los 
componentes estructurales de la planta como alternativa para su 

excreción (Higashi 1988). Los productos finales de estas 
reacciones son los glucósidos (por conjugarse con la glucosa}, tal 

corno la conjugación del glutation que representa la reacción más 
importante para la desintoxicaci6n en plantas al formarse el 
glutation reducido (GSH) por catálisis de las GSH transferasas, 
que forman conjugados con diferentes tipos de pesticidas, jugando 

un papel importante en la toxicidad selectiva (Lamoureux y Frear 
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1979, Lamoureu)(: y R.usness 1981). 

Markham et al. ( 1972) describen la presencia de pigmentos 

parecidos al citocromo P-450 en los microsomas de los cotiledones 

de Phaseolus vulgar is (frijol), de Zea mays (maiz) y de las 

plántulas de Pisum sativum (chicharo). Las propiedades ópticas y 

magnéticas del citocromo P-450 microsómico de diferente~ plantas 

superiores son análogas a las de los microsomas de mamiferos 

(Rich y Bendall 1975) . 

Los citocromos P-450 de h!gado de ratas y de conejos se han 

estudiado con inductores de las enzimas que metabolizan drogas 

como fenobarbital y metilcolantreno y se considera que su papel 

f isiológ ice consiste en la desintoxicación de numerosos agentes 

xenobiótico.s, lo cual explica su baja especificidad en animales 

(Hign.shi 1988). 

También se ha investigado el papel fisiológico del citocromo 

P-450 en plantas superiores sin embargo son pocos los estudios 

realizados acerca del metabolismo de compuestos extraños. En 

general se ha visto que el citocromo P-450 de las plantas superiores 

tiene especificidad limitada por su sustrato (Higashi 1988). 

Husta hace poco tiempo no se sabia casi nada acerca de los 

inductores del ci tocromo P-450 vegetal. Reichart et al. ( 1979) 

reportan que metales como el manganeso y el hierro, el etanol, 

varios herbicidas y aún el fenobarbital aumentan de manera impor­

tante el contenido de citocromo P-450 previamente inducido por 

heridas en el tejido de alcachofa de Jerusalem. 

La principal fuente de electrones para la reducción del 

citocromo P-450, tanto en plantas como en 

fosfa~o de nicotinamida-adenin-dinucleótido 

(Higashi 1988). 

animales, 

reducido, 

es el 

HADPH 

Recientemente se ha descrito la transformación de productos 

agroqu1micos por plantas superiores as1 como el papel fisiológico 
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del citocromo .P-450 en el metabolismo secundario, sin embargo 
también hay enzimas extra micros6micas que pueden transformar 

metabólicamente agentes promutágenos a una forma activa (Higashi 
1988). 

Existen varias enzimas vegetales con papel importante en el 

metabolismo de los compuestos xenobióticos (Lamoureux y Frear 

1?79), pero las mAs sobresalientes son las peroxidasas que 
catalizan en general dos tipos de reacciones de oxidación: la 

clásica peroxidación _que requiere peróxido de hidrógeno y la 

oxidación que utiliza oxigeno molecular. Pueden catalizar N- 6 e-
hidroxilaci6n, N-sulfoxidación, N-acetilación, halogenaci6n, 
deshalogenación o descarboxilación (Sandermann 19B2). 

La peroxidaci6n normal procede como sigue: 

Peroxidasa + tt 2o
2 

______,. Peroxidasa-I 

Peroxidasa-I + AH2 ----- Peroxida~a-II + AH• 

Peroxidasa-II + AH 2- Peroxidasa + AH• 

2AH• --+ Productos 

Donde se designa como peroxidasa al Fe o3 + como 
peroxidasa II al Fe o 2 + , el H2 o 2 es el sustrato astringente 

para la peroxidasa y A H
2 

es un sus~rato in~specifico que funciona 
como donador de hidrógeno (Higashi 1988). 

Nu~erosos investigadores han propuesto 

de las peroxidasas en el metabolinmo de 

oxidación de parati6n a paraox6r. y la 

las posibles funciones 

pesticidas. Tanto la 
hidrólisis de ambos 

compuestos puede ser catalizada por la peroxidasa de rAbano 
(Knaak et al. 1962). La reacción ocurre en condiciones de 

oxidación y de pcroxidaci6n. 

Las especies de citocromo P-450 en los microsomas de células 
vegetales son mucho menos heterogéneas en comparación con las que 

existen en el higado de mam1feros (Higashi et al. 1982). Algunas 

caracter1sticas del citocromo microsóroico P-450 de Plantas 
superiores representan un problema para su estudio como son: baja 
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concentración de la. fracción S9, inestabilidad, menor heterogenei­

dad y limitada especificidad por su sustrato. 

Muchas de las enzimas que tornan parte en el metabolismo de 

los agentes xenobi6ticos se localizan tanto en animales como en 
vegetales en el retículo endoplásmico (Menn y Still 1978). Sin 

embargo, en los vegetales se han detectado varias que participan 
en la activación rnutagénica tanto en el citoplasma como en la 

pared celular (Shimabukuro et al. 1982, Lamoureux y Rusncss 1986). 

1.3 Ensayo de Ames 

En esta técnica se usan varias cepas de Salmonella 
typhimuritnn que contienen diferentes tipos de mutación dentro 
del operón de histidina. Aparte, presentan otras caracter1sticas 
que incrementan su capacidad para detectar efecto genotóxico. La 

mutación rfa causa pérdida parcial de la barrera de polisacáridos 
que cubre la superficie de la bacteria e incrementa la permeabili­
dad a moléculas grandes que no penetran en la pared celular normal 

(Ames et al. 197Ja). Algunas cepas contienen además un plásrnido 
pKM 101 que lleva el llamado factor-R de resistencia a ampicilina 
y los genes ~ que aumentan la frecuencia de mutagénes is tanto 
espontánea como inducida al mejorar el sistema de reparación 
"error-prone" que está presente normalmente en estos organismos. 
La cepa TAlOO responde a agentes que causan sustitución de pares 
de bases mientras que la TA98 lo hace a los que provocan 

corrimiento del marco de lectura (Maron y Ames 1983). 

Los mutágenos cuyo mecanismo molecular consiste en el corri­
miento ·del marco de lectura pueden estabilizar el apareamiento 

cambiado que ocurre frecuentemente en secuencias 
sitios sensibles del AON, resultando en una mutación 

repetidas o 
de corrí-

miento del mensaje la cual restaura la lectura correcta para la 
sintésis de la histidina (Maron y Ames 1983). 
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La reversión espontánea de las cepas de prueba con 
dependencia de histidina se mide rutinariamente en experimentos de 

mutagenicidad y se expresa como el número de revertantes 
espont~neos por caja de medio m1nimo. Las colonias revertantes que 
han recuperado la sintesis son claramente visibles sobre un fondo 

uniforme de bacterias auxotróf icas. 

Cada cepa revierte espontáneamente a una frecuencia caracte­
r1stica. Maron y Ames (1983) mencionan que la tasa de revertanteo 

espontáneos por caja en un margen de io5 a 108 células, es comple­
tamente independiente del némero de células bacterianas sembradas 

(Green y Muriel 1976). 

La cantidad de células auxótrofas (fondo de bacterias) no se 

cuenta pero se supone que su número no cambia ya que la 
concentración basal de histidina es constante. Sin ambargo, hay 
cierta variabilidad de un experimento a otro _y de una caja a otra 
por lo que es aconsejable incluir por lo menos J cajas por cepa 

en cada estudio de mutagenicidad. Esto es particularmente impor­
tante cuando los compuestos de prueba son mutágenos débiles (Maron 

y Ames 1983). 

cuando se encuentra una frecuencia de reversión que queda 
claramente fuera del rango establecido es necesario revisar 
las caracteristicas genéticas de la cepa (o el medio de creci­
miento). Una frecuencia de reversión espontánea anormalmente alta 
puede indicar contaminación acumulación de retromutaciones 

debidas a repetidos subcultivos. En este caso la cepa debe 
eliminarse y efectuar el reaislamiento a partir de un patrón 
congelado a soº c. Una disminución en la frecuencia de reversión 

espontánea de las cepas con factor-R, acampanada de sensibilidad a 
ampicilina e insensÍ.bilidad correspondiente a los mutágenos de 
diagnóstico apropiados indican la pérdida del factor-R (Maron y 

limes 1983) • 

Esta técnica se ha usado para determinar la actividad mutagé­

nica d~ mezclas complejas. Una cantidad importante de mutá9enos 
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fueron encontrados. con ella y posteriormente han mostrado ser 

carcinogénicos en animales (Maron y Ames 1983). 

La prueba de Salmonella fue validada en un análisis de 300 

agentes químicos, muchos de los cuales eran carcinogénicos (Mccann 

et al. 1975 , Mccann y Ames 1976, 1977). Cerca del !JO %: de estos 

fueron adeoás mutagénjcos. Recientemente Rinkus y Legator (1979, 

1981) concluyen que la correlación entre carcinogenicidad y 

mutagenicidad es menor que la evaluada al principio y más adelante 

Ames y McCann (1981) estiman una correlación de 83 %. 

El· ensayo de Salmonella de Ames ha sido cuestionado por 

varios autores debido a la carencia en las bacterias de los 

sistemas netabólicos que efectuen biotransformaciones, sin 

embargo este problema se ha resuelto agregando las fracciones 

microsómicas del h!gado de mamlferos (Maron y Ames 1983) o bien 

las de l~s plantas (Plcwa et al. 1984b). 

El hecho de que las plantas realicen la transformación 

metabólica de agentes xenobióticos, hace necesario profundizar los 

estudios a este respecto, ya que los pesticidas son tomados por 

el hombre no solo directamente al ser aplicados sobre vegetales 

sino también a través de sus metabolitos, que tal vez puedan 

resultar ~ás peligrosos. As1, debe ser investigado más 

ampliamente el metabolismo y el destino de tales pesticidas para 

saber la naturaleza y la cantidad de metabolitos que están presen­

tes en la porción comestible de las cosechas. Esto es necesario 

para aumentar la seguridad en el uso de los pesticidas comercia­

les. 

Con base en este planteamiento se han propuesto experimentos 

empleando a Salmonella typhimurium para evaluar el daño 

mutagénico junto con homogeneizados celulares de diversas plantas 

o bien la fracción enzimática que posee la actividad requerida 

para el cetabolismo (Higashi et al. 1981, 1982). Los extractos 

más utilizados han sido los de trigo (Lai et al. 1978), ma1z 

(Plewa 1978), Tradescantia (Scott et al. 1978), alcachofa de 
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Jerusalem (Higashi et al. 1981), bulbos de tulipán (Higashi et al. 
1982, l.983), alfalfa, coliflor y frijol (Wildeman y Nazar 1982), 
Vicia Caba (Takehisa y Kanaya 1982, Takehisa et al. 1988), 
tubérculos de papa (Loprieno y Adler 1980), tabaco (Gentile et 
al. 1987), Pisum sativum (Shane y Looney 1989) y también 

cultivos de células intactas de plantas como algodón, tabaco y 

zanahoria (Gentile et al. 1987, Gentile y Plewa 1988; Wagner et 
al. 1989) y Tradcscantia (Anderson et al. 1988) en lugar de los 
extractos. 

As1, es posible medir diversos puntos genéticos terminales 
incluyendo mutaciones hacia adelante y hacia atrás, conversi6n 
génica y entrecruzamiento somático. La condición del ensayo es 

que el. agente que se prueba sea capaz de penetrar a la célula 
vegetal y el producto activado difundirse a través del medio para 

entrar al organismo microbiano indicador del dano genéti~o (Plewa 

et al. .1988). 

1.4 NOP (4-nitro-o-fenilendiamina) 

NOP (4-nitro-o-fenilendiamina) es un mutágeno de acción 
directa en gran cantidad de ensayos genéticos ( Ames et al. 1975b, 

Benedict 1976, Blijleven 1977, Perry y searl.e 1977, Mayer y Goin 
1980, Yu-sun et al. 1981) y se le usa rutinariamente como testigo 

positivo directo para la cepa TA98 de Salmonella (Zeiger et al. 
1981). La NOP además provoca un incremento notable en la reversión 
espontánea de Salmonella en presencia de 59 de tabaco y de 
ch1charo, no as! con S9 de h1gado de rata (Gentile et al. 

1985). 

Es.ta anilina s'e usa como testigo positivo y modelo de· la 

transformación metabólica por la similitud estructural con los 
metabolitos de diferentes herbicidas (Lamoureaux y Frear 1979}. 
Se utiliza en la industria como intermediario en la producci6n de 
colorantes para piel y en tintes y formulaciones permanentes y 

semipermanentes para pintar el cabello (EPA 1980). Algunos 
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estudios han mostra~o que es mutagénica en Salmonella (Gentile et 

aL 1986), induce mutaciones letales recesivas ligadas al sexo 

en Drosophila y reco~binación mit6tica en levaduras (Natarajan y 

abe 1986). En cambio searle et al. (1975) y Natarajan y Obe 

( 1986) reportan respectivamente que no induce aberraciones 

cromosómicas en linfocitos humanos, ni micronO:cleos en médula 

6sea de ratones, sin embargo observan respuesta 

prueba ·de micronúcleos en h1gado de ratones 

1986). 

1. 5 Plaguicidas 

1.s.1 Antecedentes históricos 

positiva en la 

(Natarajan y Obe 

El uso de substancias para el control de plagas 

parásitas es ya muy antiguo. Los primeros fueron los arseniatos y 

mas tarde se utilizan otros agentes de origen orgánico extraídos 

de plantas como la rotenona que se obtiene de Derris eliptica y D. 

melacensis, el piretrum que se produce a partir de las flores de 

chrysanthemum cinerariaefolium o la nicotina que se emplea en 

Francia desde 1690 y que más tarde, en 1764 se aplica esta 

propiedad insecticida del tabaco en Inglaterra y hasta lBl.4 en 

América (West et al. 1952). 

La primera ocasión en que se describe la reducción de la 

fertilidad como consecuencia de aberraciones cromosómicas en 

plantas tratadas con pesticidas data de 1930 cuando Kostoff 

observa el efecto en plantas de tabaco previamente fumigadas con 

sulfato de nicotina (citado por Grant 1970). A partir de entonces 

numerosos investigadores hicieron análisis similares. La sensibi­

lidad de los organismos al tratamiento con pesticidas var1a 

considerablemente de acuerdo a factores como el nivel de ploid1a, 

la forma de virla, o los volúmenes nuclear y cromosómico interfá­

sico (Grant 1973). 
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En 1939, con el desarrollo del DDT como insecticida residual 
persistente, aparecen en Suecia los pesticidas organoclorados. 

Oespu6s surgen otros como el lindano, el heptacloro, el aldrin, 

el dieldrin, etc. Todos son neurotóxicos y dejan residuos que 

permanecen en el suelo por periodos largos, causando efectos sobre 
especies que no constituyen el blanco original. Por estas razones 
se ha descontinuado el uso de la mayoría de elles reemplazándolos 

por compuestos carbámicos y organofosforados. E!::>tos últimos son 
muy empleados en la actualidad y aunque han disminuido los 

problemas de toxicidad crónica, se han descrito casos de toxicidad 

aguda (Guthrie 1980) . 

1.5.2 Insecticidas organofosCorados 

Los insecticidas organofosforados comienzan a producirse en 

Alemania en 1945. La mayor parte son ésteres.del ácido fosfórico, 
y debido a su polaridad son muy solubles. Son considerados cuatro 
veces más tóxicos que los organoclorados, aunque menos persisten­

tes (National Academy of Sciences 1980) . 

En los vertebrados, interrumpen el impulso nervioso en los 
sistemas nerviosos central y periférico, al inhibir a la acetil­
colinesterasa, enzima que modula la cantidad de acetilcolina 
neurotransmisora (O'Brien 1967, 1969, Karczmar et al. 1970, 

Aldridge 1971, Fukuto 1971). El mecanismo de este bloqueo consiste 
en la fosforilaci6n del grupo hidroxil serina en el sitio activo 

de la enzima (Fest y Schmidt 1973) 

otra carater1stica importante de este tipo de compuestos es 
su propiedad alquilante (Preussman et al. 1969, Bedford y Robinson 
1972, Wooder y Wri9ht 1981). La estructura elemental de los 
insectidas organofosforados es: 

~P-o-c-

La presencia del fósforo y del carbono como sitios 
electrof11icos proporciona la clave para entender las reacciones 
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con los nuclcófilos .• Un nucleófilo puede actuar preferencialmente 

sobre el átomo de fósforo con la subsecuente ruptura del 

enlace P-0 y fosforilarse o atacar al átomo de carbono con la 

posteriOr ruptura del enlace e-o y sufrir alquilación (metilación 

o etilación} . El ADN de una célula viva contiene muchos y muy 

diferentes sitios nucleof1licos susceptibles de experimentar ese 

tipo de ataque. La reacción de los organofosfatos con el agua como 

nucleófilo, es decir la hidrólisis, conduce a la formación de 

diésteres del ácido fosfórico y alcoholes, tioles o fenoles. Los 

diósteres pueden ser hidrolizados a monoésteres y eventualmente a_ 

fósforo inorgánico (Wild 1975). 

El fenómeno de alquilaci6n consiste en el etaque de un grupo 

alquilo pequefto como -CH
3 

ó c2 H5 , a un átomo de N en una de las 

bases nitrogenadas del ADN, es uno de los mecanismos más comunes 

que conducen a la mutación. También puede ocurrir o-alquilación 

debido al ataque de un metilo u otro grupo alquilo al átomo de 

oxigeno de la guuninu (Fig. 3). 

Las principales rutas primarias del metabolismo de los 

organofosfatos son la oxidación y la hidrólisis (Fest y Schmidt 

1973). Tanto el hígado de mamíferos como los insectos convierten 

por oxidación a los tiofosfatos en fosfatos, transformación que 

aumenta la actividad fosforilante de los compuestos correspondien­

tes. Por otro lado, la hidrólisis enzimática es una desintoxica­

ción debida a varias enzimas presentes en el h1gado y en otros 

órganos de los mamlferos (Blair et al. 1975). 

1.6 Activación de pesticidas por plantas 

La atrazina fue el primer herbicida en el que se comprobó 

que su. actividad mutagénica en microorganismos se debla a la 

activación por las plantas (Plewa y Gentile 1976). otros 

herbicidas también transformados por vegetales son la cianazina, 

la zimazina, la prociazina (Matijesevic et al. 1980, Plewa et al. 
1984a, Means et al. 1988), el alaclor y el propaclor (Gentile et 
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al. 1982) al igual que otros compuestos como: el 2-aminofluoreno, 

la 4-nitro-fenilendiamina (Wagner et al. 1989) y el benzo(a) 
pireno (Higashi 1988) 1 etc. 

Puesto que las v1as metabólicas de los vegetales son muy 

diferentes a las de los animales (Menn 1978), los productos del 
metabolismo pueden también cambiar. El fungicida tioabendazol por 

ejemplo, es convertido a 5-hidroxitioabendazol en animales 
mientras que en las plantas lo es a benzimidazol o benzimidazol-2-

carboxamida (citado por Sandermann 1988) • 

La mayor parte de la información disponible acerca del 

metabolismo de los agentes xenobióticos en plantas tiene su origen 

en estudios sobre el modo de acción de los pesticidas, su 

procedencia y la caracterización de sus residuos y la selectividad 
de su acción (Dohn y Krieger 1981, Lamoreaux y Rusness 1981, 
Shimabukuro et al. 1982, Mumma y Davidonis 1983, Vonk 1983). Los 
estudios bioqu1rnicos de promutá.genos o form~ción de mutágenos a 
partir de agentes qulmicos inocuos en plantas son escasos (Crosby 

1982, Gentile et al. 1982, Plewa y Gentile 1982. Owais et al .. 
1983. Plewa et al. l984a, Higashi et al.1985. 

Para poder evaluar la genotoxicidad de los pesticidas 
se reqUiere elucidar diferentes aspectos como: ( 1) acumulación o 
degradación qu1mica o biológica en el ambiente, (2) metabolismo en 
los seres humanos y (3) reactividad genética con macromoléculas 

celulares como el ADN causando mutaciones puntuales y/o aberra­

ciones crornos6micas; además de muchos otros factores que modifican 
las capacidades tóxicas de las sustancias (Shirasu et al. 1976). 

En anos recientes la aparición de los herbicidas selectivos 
ha contribuido a re'solver parcialmente los problemas que con la 
mecanización han venido padeciendo lns prácticas agrícolas en 
cuanto a la necesidad de "deshierbe". Estos agentes qu1micos, 

junto con inSecticidas, fungicidas, reguladores del crecimiento 
vegetal y demás productos, han revolucionado la agricultura, sin 

embargo la pérdida de cosechas contin.Qa (Somerville 1988). Pimentel 
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(1981) estima que . las plagas mundiales destruyen el 35 t del 
potencial de todos los cultivos alimenticios antes de su cosecha. 
Estas disminuciones son principalmente debidas a insectos, 

enfermedades de las plantas y malas hierbas; además de que durante 
su almacenamiento los insectos, los microorganismos, los roedores 

y las aves eliminan del 10 al 20 t (Somerville 1988). 

La inclusión de los pesticidas en la agricultura moderna 

hace muy importante la determinación de que esos agentes sean 
compatibles con la salud pública y el ambiente (Gentile et al. 

1982). Entre los efectos potencialmente riesgosos que pueden 
provocar está la carcinogénesis. Por este motivo la acción mutagé­

nica y genotóxica de numerosos pesticidas han sido objeto de vasta 
investigación (Klopman et al. 1985) ; estas actividad es tienen 

valor predictivo en el potencial de los pesticidas para causar 

cáncer ( A~es et al. 1975a, Moriya et al. 1983, Rosenkranz et al. 
1984). 

1.7 Foxim (volatón) 

El foxirn cuya fórmula molecular es c 12 1-1 15 N2 o3 PSes un 

insecticida organofosforado ampliamente usado en México principal­
mente durante el almacenamiento de granos. Su nombre quimico es 
glioxil-nitrilo fenil oxima,o,o-dietil fosforotioato (Fig. 5). Es 
venenoso cuando se ingiere y experimentalmente ha probado ser 
teratógeno. Al calentarlo se descompone emitiendo humos muy 

tóxicos de CN- ,NOX ,POX y sox {Lewis 1991). 

Hay pocos estudios realizados acerca de sus efectos genéti­

cos. Es negativo en la inducción de rever.siones en bacterias 
(Moriya et al. 1983), incrementa débilmente las frecuencias de ICH 

en cultivos de linfocitos humanos (G6mez-Arroyo et al. 1987). En 
cambio en Vicia faba la respuesta es positiva (G6mez-Arroyo et al. 
1988) (Tabla 2). 
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1.8 Hetil azintos (qusatión) 

Otro de los miembros más activos del importante y versátil 
grupo de insecticidas organofosforados, en este caso obtenido por 

condensación del álcali o la sal de amonio ácido o, o-dimetil 

fosforoditioico con un compuesto heteroclclico clorometilo, es 

el gusatión metil azinfos, obtenido de la N-clorometil 

benzasimida (Fig. 6). 

El gusatión descubierto por Bayer en 1953 es un insecticida 

de gran toxicidad para mamiferos, tanto 
ingestión y con mayor actividad residual 

insecticidas organofosforados. La LD50 
insectos metabolizan el metil azinfos a su 

al contacto como 
que la mayor la de 

es de 15 mg/Kg. 
análogo fosforilado 

por 

los 

Los 

m~s 

tóxico, etil azinfos, que también se usa como insecticida (Cremlin 

1978). su nombre qulmico 

triazina-J(4H)- ylmetil) 

es O, 0-dirnetil S (4-oxo-1,2,3-benzo­

fosforoditioato (Finlayson y MacCarthy 

1973). Su fórmula molecular es c 10 n 12 N3 o 3 Ps2 es ligeramente 

soluble en agua y muy soluble en disolventes orgánicos. Posee 
cerca de 35 sinónimos. Se le describe como veneno por inhalación, 

e ingestión, por contacto con lil piel, por v1a intravenosa, e 

intraperitoneal y por otras posibles rutas. 

A. nivel experimental se mencionan efectos teratogénicos y 

sobre la reproducción, pero su acción carcinogénica es todavia 

cuestionable. Cuando se calienta, se descompone y emite humos muy 

tóxicos de POx, sox, y NOx (Lewis 1991}. Los estudios de 
genotoxicidad muestran resultados negativos en Saccharomyces 

cerevisiae (Riccio et al. 1981), en ratón (Jorgenson et al. 1976), 

en células de erice to chino (Chcn et al. 1982), en el pez Umbra 

llml (Vigfusson et al. 1983) y en el cultivo de linfocitos humanos 

(G6mez-Arroyo et a1: 1987). En tanto que en plantas provoca efecto 

c-mitótico (Grant 1973), incrementa la recombinación rnitótica en 

S. cere.visiae (Simmon et. al. 1976) y eleva significativamente la 
frecuencia de ICH en Vicia faba (Gómez-Arroyo et al. 1988) 

(Tabla J). 
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Este insectici~a es ampliamente usado en México en cultivos 

de tomate, jitomate, vid, manzano, cltricos, durazno, nogal, chile 

etc. 

Debido a que trabajos recientes han demostrado que los 

vegetales poseen sistemas enzimáticos complejos capaces de 

transformar sustancias no mutagénicas en mutagénicas (Gentile et 

al. 1987, Plewa et al. 1988) y dado que en nuestro país se emplean 

indiscriminadamente grandes cantidades de pesticidas sobre los 

cultivos en donde muchos de ellos permanecen de manera residual por 

mucho tier:?po, pudiendo además ser metabolizados y convertidos en 

productos peligrosos para el hombre, es importante contar con 

modelos biológicos que permitan detectar todos estos fenómenos. 

uno de ollas lo constituye el cocultivo de células vegetales con 

la bacteria Salmonella typhirnuriun1, en donde las células de tabaco 

representan en esto cnso, el sistema metabolizador y las bacterias 

el criterio de evaluación del dai'lo mutagénico. 

1.9 Objetivos 

Al aplicar los insecticidas organofosforados gusatión y 

volatón, e~ el sistema de cultivo de linfocitos humanos, Gómez­

Arroyo et al. (1987) observan una respuesta negativa o débilmente 

positiva, cientras que al probar estos mismos compuestos en Vicia 

faba encuentran un aumento significativo de la frecuencia de 

intercambios de cromátidas hermanas {G6mez-Arroyo et al. 1988). 

Lo anterior sugiere la existencia de algún mecanismo del metabo­

lismo vegetal que activa a los insecticidas provocando el efecto, 

pero del cual carecen los linfocitos. Por ello y con el antece­

dente ya ccncionado, en este trabajo se intenta mostrar el 

potencial ~utagéníco de los metabolitos de estos insecticidas 

utilizando como criterio de evaluación del daño genético la 

tasa de =utación revertante de las cepas TA9B y TAlOO de 

Salmonella typhimuriurn, que son mutantes auxotróficas para el 

operón de histidina y al cultivo de células de Hicotiana tabacum 

de la linea TXl para la transformación de los insecticidas 
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mediante el cocultivo de acuerdo con el método propuesto por 

Gentile et al. (1987) y Plewa et al. (1988). Con esto se pretende 

contar con un sistema que permita conocer un aspecto importante 

como es el metabolismo de las plantas, que hasta hace poco tiempo 

se consideraban carentes de funciones de activación similares a 

las efectuada por la fracción S-9 del h1qado de mam1feros. 

También se intenta establecer si los plaguicidas mencionados: 

volat6n y gusati6n al ser transformados en otros productos más o 

menos t6xicos puedan además tener acción mutagénica. Esto permiti­

rá ofrecer elementos de juicio para que se tomen las medidas 

pertinentes con relación a su venta y uso a fin de disminuir el 

riesgo genético que impliquen. 

II. MATERIALES Y HETOOOS 

Para la técnica de cocultivo se emplean .las células de tabaco 

Nicotiana tabacum de la linea TXl y por otro lado las cepas 

aux6trofas para histidina TA9B y TA100 de Salmonella typhimurltnn, 

comünmente usadas para d~tectar rnutágenos. Tanto las bacterias 

como las células vegetales fueron proporcionadas por el Dr. 

William F. Grant y la Dra. Priscilla Castillo (Universidad de 

McGill, Montreal, Canadá). Se siguieron los métodos descritos por 

Maron .Y Ames (1983) en el caso de bacterias y por Murashige y 
Skoog (1962) para células vegetales. 

1.0 Preparación de las células vegetales 

Para el mantenimiento de los cultivos vegetales se utilizó 

una mod
0

ificaci6n del medio descrito por Murashige y Skoog (1962) 

el cual carece de hormona vegetal de crecimiento y se prepara 

en forma sólida agregando agar bacteriológico (medio MX) (Plewa 

et al. 1988). 

A partir de callos de Nicotiana tabacum de la linea TXl en 

medio sólido (MX), conservados a 2s0 e y resguardados de la luz, 
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se aislan algunas c~lulas y se colocan en medio de cultivo liquido 

(MX) para que empiecen a proliferar en suspensión, manteniendo los 

matraces protegidos de la luz y en agitación rotatoria constante 

(150 rpm} a 2sº e durante 7 dias. De estos cultivos llquidos se 

inoculan 3 g (peso fresco) en 100 ml de medio HX y se dejan crecer 

en las mismas condiciones otros siete dlas. 

Antes de iniciar el cocultivo se dejan de agitar las cólulas 

en suspensión para que se precipiten y se decanta el sobrenadante. 

Se vacian las células en tubos de centrifuga f.!'Stériles y con tapa 

y se agrega medio MX-[que no contiene ácido 2,4-diclorofenoxi­

acético { 2, 4-D)]. Este compuesto es mutagénico en Salmonella, por 

lo cual debe eliminarse del cultivo. Se realiza una primera 

centrifugación a 140 X g por 3 min a oº e, se tira el sobre­

nadante, se resuspende suavemente para lavar el botón celular con 

MX- y se tapan los tubos. se efectúa una segunda centrifugación 

bajo las cismas condiciones, se quita el sobrenadante y se agrega 

suficiente medio MX- para obtener una concentración de 100 rng de 

celulas TXl por ml de medio MX-, se tapan, se agitan suavemente y 

se colocan en hielo hasta su utilización (<30 rnin). Todos los 

cambios. deben realizarse en un campo estéril para evitar la 

contaminación. 

1.1 Preparación de las bacterias y medios para tratamiento 

Las cepas de prueba se mantienen a -ao0 c y de ahi se siembran 

en caldo nutritivo Luria (LB), de ese cultivo de toda la noche se 

aislan para sembrarse en cajas de Petri con medio que contiene 

histidina/biotina para obtener las placas patrón que se conservan 

en refrigeración y deben resembrarse por lo menos cada mes (Maron 

y Ames 1983}. 

A partir de dichas placas patrón se realiza la siembra en 100 

ml de caldo liquido Luria (LB} para su proliferación, tomando con 

el asa µna porción de colonia y colocando en agitación constante y 

en oscuridad a 37°c durante toda la noche. 
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Debido a la necesidad de concentrar las células bacterianas, 

estas se cosechan por centrifugación para lo cual en un frasco de 
centrifuga estéril de 250 ml se vacia el medio con las bacterias 
cerrándolo inmediatamente en un campo estéril; se someten a 
centrifugación a 4000 X g durante 5 min a oºc. Se elimina el 
sobrenadante y el botón se resuspende y se lava con amortiguador 

de fosfatos a una concentración 100 µM y a pH=7.4, se tapa y se 

agita en v6rtex para disolver el botón. 

Se centrifuga nuevamente durante 5 min, se decanta el 
sobrenadante y se añaden 10 ml de amortiguador de fosfatos, se 

coloca ~n el v6rtex hasta que se disgregue el botón y se mantienen 
en hielo. 

Con el objeto de verificar la densidad de bacterias se hacen 

lecturas en el espectrofot6metro, para lo cual se vierten 5 ml de 

amortiguador en dos tubos, uno se usa como blanco y al otro se le 
agregan 50 µl de las bacterias, se agita y. se lee a 660 nm de 
longitud de onda y se ajusta a 1 X lo10células/ml como óptimo para 
llevar a cabo los experimentos. 

El fenotipo de las cepas es confirmado en cada experimento 
por lo que de manera paralela se verifica la presencia de los 

marcadores genéticos. Para la mutación rfa se utiliza la prueba de 
violet'a cristal en la forma siguiente: se agrega o .1 ml de un 
cultivo liquido fresco de toda la noche a un tubo que contiene 

2 ml de agar de superficie fundido a 45°c. Se agita en vórtex por 
J segundos a velocidad baja y se vac1a en una caja de Petri 
con agar nutritivo (Difco bacto nutrient broth) en el centro se 
coloca un disco de papel filtro estéril con ayuda de pinzas esté­

riles y en él se pipetean 10 µl de una solución 0.1 % de violeta 
cristal, se deja scilidificar 131 agar, se invierte la caja y se 

incuba a 37°C. Después de 48 horas aparece una zona clara de inhi­
bición alrededor del disco hasta donde difundió el colorante, 
indicando la presencia de la mutación rfa, al permitir que molécu­

las grandes como las del violeta cristal atraviesen la pared 
celular de la bacteria y la maten. 
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Para el factoi;-R de resistencia a la ampicilina se prepara 
medio nutritivo que contiene histidina 2 g/400 ml y biotina 
o.5 mM; asi como ampicilina e mg/ml en cajas de Petri en las 
cuales con un hisopo estéril o con el asa de siembra se hace un 
rayado con el cultivo liquido de toda la noche. Después de 24 
horas incubándose a 37° e en oscuridad se puede ver el crecimiento 
a lo largo de las estr!as hechas con las cepas que poseen este 

factor. 

1.2 Agentes químicos y disolventes 

La 4-nitro-o-fenilendiamina cristalina (NOP, CAS, No. 9504), 
lote # 25 F-3559 fue obtenida de Sigma Chemical ca. y los 
insecticidas foxim o volat6n y m~til azinfos o gusatión de Bayer 

de México S.A. Tanto la anilina como los insecticidas se 
disolvi~ron en agua bidestilada. 

1.3 Ensayo de cocultivo célula vegetal/microorganismo 

En frascos para cocultivo de 40 ml, estériles, se adicionan 
4.5 ml de la suspensión de células vegetales, 0.5 ml de 

bacterias y finalmente el insecticida, se dejan incubar por 1.5 h 
a 2sºc en agitación rotatoria constante en oscuridad a 170 rpm. 

En tubos de ensaye con tapa que contienen 2 ml de agar de 

superficie estéril fundido a 45°c se aplican 500 µl de cada frasco 
de cocultivo, se agita en v6rtex, se vacla y se distribuye 

homogeneamente en toda la superficie de una caja de medio mlnimo 

y se colocan sobre una área plana, esto se realiza por triplicado, 
cuando el agar solidif lea se invierten las cajas y se incuban a 

37°C durante 48 horas, para proceder a cuantificar el número de 
colonias revertantes. 

También se usa un testigo en el cual antes de llevar a cabo 

el ~ocultivo, las células vegetales se matan por calor y se prueba 
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la concentración mayor de NOP (100 µg/frasco de cocultivo), con la 

finalidad de excluir la posibilidad de que sea alqün producto de 

las células vivas lo que causa la transformación y no el 
metabolismo. 

Para los testigos negativos se utiliza amortiguador de 
fosfatos 100 µM pH=7.4 y medio MX liquido (sin 2,4-D) y para el 

positivo se emplea NOP (Gentile et al. 1985) que es un promutá­
geno activado por plantas. Como este compuesto se inactiva con la 

luz, a partir del cocultivo toda la manipulación se realiza en la 

oscuridad, las conc8ntraciones usadas se establecieron después de 

varios experimentos preliminares, siendo de 1, 10 y 100 µg/frasco 
de cocultivo. 

El insecticida organofosforado volatón so aplica a 2500, 
5000 y 7500 µg/ frasco de cocultivo mientras que para gusatión 

que es demasiado tóxico, después de nu~erosos experimentos 

preliminares, se establecieron las cantidades de 1000, 1500 y 2000 
JJg/frasco de cocultivo. Los insecticidas se filtran a través de 
membranas miliporo 0.45 µm y se aplican directamente a los frascos 
de cocultivo. 

LoS ensayos se efectuan con las cepas TA9B y 'l'AlOO y so hacen 
3 repe,ticiones de cada uno de los tratamientos para tener mayor 
confiabilidad en los resultados. El registro se realiza sin que el 

observador conozca que tratamientos tiene cada caja para evitar 

prejuicios. 

En el caso del NOP y de los insecticidas se hacen 
ensayos con y sin las células de tabaco, en cuyo caso, se agrega 
unicamente el medio MX. 
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1.4 Análisis estad1stico 

Los datos obtenidos en cada tratamiento fueron evaluados usando 

tres criterios: 

- El doblaje de la frecuencia de reversión espontánea sobre los 

testigos. 

- La prueba de e descrita por Katz (1979) y recomendada por de 

Serres y Shelby ( 1.979), diseñada para experimentos de 

mutagénesis que involucran microorganismos, en la que se hacen 

comparaciones entre la media de eventos por caja obtenidos en 
las cajas testigo y las cajas experimentales. se elige un nivel 

de si.gnif icatividad de O. 05=1. 65 para considerar una muestra 

como rnutagénica. 

- Una respuesta de concentración-efecto. 

III. RESULTADOS Y DISCUSION 

En la actualidad, una de las principales fuentes de 

contaminación ambiental la constituyen los pesticidas los cuales 

son dispersados indiscriminadamente en el medio. Entre los efectos 

potencialmente riesgosos de los agentes agroquimicos estan la 

carcinogénesis, la mutagénesis y la teratogénesis. 

El estudio de las propiedades mutagénicas de los pesticidas 

es amp~iado por procedimientos de activación metabólica. La 

primera descripción de un mutágeno activado metaból icamente es 

hecha por Malling (1966). Posteriormente la biotransformación in 

vitre se realiza como prActica de uso común en los ensayos de 

mutagénesis en microorganismos (Malling 1971, Ames et aJ .• 1973b, 

1975, Maron y Ames 1983). El empleo de diversos tipos de 

plaguicidas que son dispersados en miles de millones de 

hectáreas de tierra cultivable en el mundo requiere una variedad 

de sistemas de transformación metabólica que permitan determinar 

l~s propiedades mutagénicas de estos agentes. 
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Plewa y Gentile (1982) han evaluado las propiedades 

genotóxicas tanto de insecticidas como de herbicidas a través del 
metabol'ismo vegetal. Diferentes sustancias han mostrado ser 
mutágenos después del tratamiento con sistemas de activación 

vegetal. Se ha sugerido que algunos agentes pueden ser activados 

en plantas por sistemas enzimáticos semejantes a los de animales 
(Higashi 1988). 

El método de cocultivo de célula vegetal/microorganismo es un 

análisin útil desarrollado para estudiar la activación de 

promutágcnos por vegetales (Plewa et al. 1908). Puesto que el 
sistema de activación consiste de células vegetales en cultivo en 

suspensión hace que la p~ueba sea precisa ya que se puede definir 

cuantitativamente cada componente del tubo de reacción. Puede 

ser utilizado en el análisis rápido de compuestos qulmicos o 

mezclas ambientales complejas, en conjunto con ensayos de 

activación microsómica de mamíferos usando a Salmonella o con 

otros Sistemas de prueba a corto plazo. El organismo indicador 
biológico puede ser cualquier sistema microbiano bien definido que 
pueda sobrevivir 6n el medio de cocultivo (Plewa et al. 1980). 

En este trabajo se ha investigado la acción mutagénica 

provocada por los insecticidas organofosforados foxim y metil 

azinfos en Salmonella typhimuriwn a travé:;; del metabolismo 

vegetal. Se generan las curvas de dosis-respuesta para ambos 

pesticidas en presencia y ausencia de activación metabólica por 

células TXl de tabaco; en cada caso se observan efectos 
reproducibles del metabolismo vegetal no obstante que sólo el 

metil azinfos muestra un claro comportamiento pro-mutagénico a las 

concentraciones probadas {Tabla 1 y Figs.9, 10, 11 y 12). 

Las células cte tabaco de la linea TXl en cultivo son muy 

eficientes para transformar promutágenos en mutágenos. Gentile et 

al.(1987) y Plewa et al. (1988) prueban la mutagenicidad de varias 
fenilendiaminas en Salmonella después de su activación con células 

de Nicotiana y encuentran .cesultados positivos. Asimismo 

describen que la capacidad de activación del 2-aminofluoreno es 
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superior en las cálulas de tabaco que en las del algodón y éstas 

que en la zanahoria mientras que las c6lulas de maiz no lo hacen 

(Plewa et al. 1988). También señalan que las células TXl activan a 

la m-fenilendiamina en mayor grado que la S9 de higado de 
mamifero. La 59 de chicharo y tabaco aumentan la mutagenicidad de 

la NOP, no así la S9 de higado de mamífero (Gentile et al. 1985). 

1.0 Testigo positivo (NOP) 

Las células TXl en este trabajo mostraron una eficiencia 

óptima para activar metabólicamente al NOP, usado corno testigo 

positivo. Lo. concentración utilizada para el cocultivo fue de 
50 mg/ml. Tomando como referencia que Anderson et al. (1988} 

establecen 125 mg/ml para células de Tradescantia como la mejor, 

se puede inferir que Nicotiana tiene una capacidad mayor para la 

activación bajo las condiciones del presente estudio. 

En la tabla 1 y Figs. 7 y 8 se muestran los resultados del 

efecto producido por diferentes concentraciones de la NOP (testigo 

positivo) con y sin activación metabólica. La NOP ha sido tomada 

como modelo por ser componente de numerosos herbicidas y tener 

gran siffiilitud estructural con los metabolitos de diversos pesti­

cidas (Lamoureaux y Frear 1979), Se observa que en el caso de la 

cepa TA9B al agregar _directamente este compuesto se producen 

diferencias significativas en 10 y 100 µg con una relación de 

concentración-efecto y al añadir las células de tabaco es notable 

el enorme incremento del efecto mutagénico. Estos resultados 
concuerdan con los descritos por Gentile et al. (19B5) en los que 

dicha sustancia es mutagénica para Salmonella en ausencia de 

sintcma~ de activación animal o vegetal y que las plantas 

la transforman en un mutágeno muy potente. El primer paso en la 

activación de las aminas aromáticas por mamíferos una 

N-hidroxilación que depende del sistema enzimático P-450 

(Plewa et al. 1991). Un derivado N-hidroxi-2-aminofluoreno forma 

productos de adición e induce predominantemente mutaciones por 
corrimiento de bases (Ames 1972) 
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Se ha sugerido que los derivados de la anilina son 
biológicamente menos activos cuando los grupos amino están en la 

posición para que cuando están en la posición orto (Sontang 1982). 

Esta observación es corroborada por Milman y Peterson (1984) en su 
revisión de la carcinogenicidad de 23 diferentes fenilendiaminas, 
y con ellos concuerdan los datos obtenidos en este experimento ya 
que la fenilendiamina tiene los sustituyentes en la posición orto, 

que es biológicamente la más activa lográndose incrementos de la 
frecuencia de reversión hasta de 600 veces por encima del valor de 
los testigos en la cepa TA98 (Fig. 7) y del triple de los 
testigos para TAlOO (Fig. B). La activación vegetal de la NOP 

involucra una peroxidación (Gentile et al. 1985). 

Al agregar NOP directamente a la cepa TAlOO, se presentan 
diferencias significativas con relación a los testigos negativos 

sólo con la concentración mayor y al añadir las células vegetales 
únicamente se observa aumento importante en esa misma dosis (Tabla 
1 y Fig. 8); estos valores coinciden con los descritos por Gentile 
et al. (1987) quienes observan mayor sensibilidad a la NDP en la 

cepa TA98 que en la TAlOO; asimismo mencionan un incremento de la 
mutagenicidad en las dos cepas en presencia de células TXl en 
cocultivo. 

3.1 TeStigos negativos 

Los datos anteriormente descritos demuestran por un lado, que 

la tasa· de mutación revertante en ambas cepas de Salmonella está 
de acuerdo con las mencionadas por Gentile et al. (1985). Las 

frecuencias de los testigos coinciden con los intervalos basados 
en los valores descritos por Maron y Ames (1983) de 30 a 50 rever­
tantes por caja para'TA98 y de 120 a 200 revertantes por caja para 
Tl\100. 

Al colocar en el cocul ti va células TXl muertas por calor 

junto con Salmonella y NOP se observa que las frecuencias en los 

dos casos (TA98 y TAlOO) son similares a cuando se aplica NOP 
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directamente lo que indica que esta sustancia es activada por el 

metabolismo y no por la sola presencia de las células (Tabla 1 y 

Figs. 7. y B). 

La concentración óptima de NOP que produce aumento en la 
frecuencia de mutaciones revertantes en Salmonella con células TXl 

es de 100 µg/frasco de cocultivo para TA98 y TAlOO 

3,2 Foxim (volatón} 

En la Tabla 1 y Figs. 9 y 10 se muestra la acción del insec­
ticida foxim cuando se adiciona directamente a las cepas TA9B y 

TAlOO, evidenciándose que las tasas de mutación revertante se 
incrementan significativamente. En ambos casos el aumento mayor 
es en 5000 µg/frasco de cocultivo y posteriormente disminuye en la 
concentración mas alta, probablemente debido a una acción tóxica 
del insecticida, evidenciado esto por la disminución y casi 

desaparición del fondo de bacterias auxotróficas, el efecto se 

produce al parecer por ambos mecanismos moleculares, la sustitu­

ción de bases y corrimiento del mensaje puesto que tiene acción 
tanto en la cepa TA98 como TA 100. Al realizar el cocultlvo se 
observa que se nulifica el efecto y las frecuencias de mutación 
revertante se colocan dentro de los valores de los testigos (Tabla 

1 y Figs. 9 y 10). Otros estudios en que también se utiliza este 

insecticida en Salmonella con activación metabólica animal, 
describen resultados negativos en la inducción de mutaciones 
rcvertantes (Moriya et al. 1983). 

La acción directa del volatón sobre el AON resulta 
interesante, ya que desde el punto de vista de la mutaqénesis, los 
insecticidas oryanofosforados constituyen un grupo importante, 
puesto que casi todos ellos son derivados del ácido fosfórico en 
cuya estructura general se presentan dos radicales que son 

generalmente grupos alquilo (especialmente metilo o etilo), que 
atacan preferencialmente al átomo de carbono del ADN mediante la 

alquilaci6n, en algunos casos ocurre en los sitios electrof1liCos 

30 



(Moutschen-Oahmen et al.1984}. Posiblemente. la forma de actuar de 

este insecticida sobre el ADN es mediante mecanismos de 

alquilaci6n provocando tanto sustitución de pares de bases como 

pérdida o adición de bases que causan corrimiento del mensaje. 

La inhibición de la acción mutagénica del volat6n al agregar 

células vegetales es clara y puede deberse a algún mecanismo de 

desactivación presente en las células TXl. El metabolismo dé 

muchos de estos compuestos que contienen grupos alquilo unidos a 

átomos de o, H 6 s se realiza con el reemplazo de los grupos 

alquilo por H. Estas reacciones se llevan a cabo por sistemas 

enzimáticos oxidantes de función mixta (MFO) • Ejemplos de este 

tipo de reacciones son: la 0-desalquilación de los insecticidas 

metoxiclorados, la N-desalquilación del insecticida carbarilo y la 

s-des.alquilación del dimetil mercaptano (Caldwell 1989), (Fig.4). 

Tomando en cuenta que el volatón es un insecticida que posee 

grupos activos capaces de alquilar al ADN es probable que la 

inactivaci6n del mismo suceda en ese sentid0. Se ha descrito que 

las células TXl poseen enzimas peroxidasas que catalizan 

reacciones de N-desalquilación entre muchas otras (Lamoureaux y 

Frear 1979) • 

Benigni et al. (1979) encuentran que el diclorvos no es 

mutagé!11co para Asperglllus nidulans después de ser metabolizado 

por células de Nicotiana alata y postulan que los metabolitos 

potencialmente mutagénicos de este compuesto fueron degradados por 

los tejidos vegetales. Rasquinha et al. (1988) prueban el 

herbicida trialato ca-incubado con la fracción S9 de mamifero y 

con la fracción vegetal 514 de trigo, demostrando que el efecto 

del herbicida (que normalmente sólo se obtiene en presencia de la 

fracción 59 de mamif ero) es reducido con los extractos vegetales 

de trigo. Los autores atribuyen este resultado a la inactivaci6n 

del trialato por el metabolismo vegetal. 

Sakai 

vegetales 

sustancias 

et al. ( 1990) 

y extractos de 

antimutagénica~, 

han descrito que ciertas estructuras 

plantas contienen una variedad de 

tales como el beta caroteno, alfa 
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tocoferol, ácido asc6rbico y selenio (Wattenberg 1979, Minakata 
et al. 1983, ong et al. 1986, Bala y Grover 1989, Renner 1990 
citado por Gentile y Gentile (1991). También mencionan que a pesar 

de que algunos productos vegetales exhiben su efecto antimutagé­
nico al interferir con los sistemas metabólicos, se cree que la 

clorofilina, que es un agente oxidante funciona como antimutágeno 
al interactuar con los grupos activos de los rnutágenos Plewa et 

al. (1991). 

Gentile y Gentile ( 1991) ensayan la relación entre 
rnutagenicidad y antimutagenicidad utilizando 4-nitro-O-fenilen­

diamina activada con productos vegetales que contienen clorofila 

la cual junto con la r:lorofilina que es la sal de sodio y de 
cobre, ·han sido identificadas como antimutágenos particularmente 

efectivos (Ong et al.1986, 1989, Whong et al. 1989, Negishi et al. 

1989). En el estudio de Gentile y Gcntile (1991) se observa que 
tanto la clorofila a y b como la clorofilina son antimutagénicas 
contra la NOP y sus productos activados por vegetales. Sin 
embargo, también informan que los que contienen clorofila son muy 

eficientes para activar a la NOP como mutágeno potente y concluyen 
que la concentración de clorofila o clorofilina que se requiere 
para que la capacidad antirnutagénica se manif iestc puede variar en 

ocasiones para diferentes mutágenos, eventos genéticos y condicio­

nes de prueba. Debido a esto, los autores sugieren que las inves­
tigaciones sobre la antimutagenicidad de los vegetales se 
acompañen con estudios paralelos sobre la mutagenicidad de dichos 
productos de plantas y con el potencial de activación de promutá­
genos de los mismos para establecer la relación riesgo beneficio 

asociado a diferentes productos alimenticios de origen vegetal que 
foroan parte de la dieta humana (Gentile y Gentile 1991). 

1\ nivel molecular, Plewa et al. (1991) demuestran en células 
TXl cte tabaco que el dietil ditiocarbamato suprime la activación 
vegetal de aminas aromáticas a mutágenos, al inhibir a las 
peroxidasas. 
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En este trabajo se demuestra que el volat6n tiene comporta­
miento mutagénico dentro de un amplio intervalo, no obstante al 
aplicar la concentración mayor, es decir 7500 µg/frasco de 

cocultiyo disminuye considerablemente el efecto lo cual puede 
deb9rse a una reducción en la viabilidad de la células bacterianas 
debido a la toxicidad de la concentración alta (Figs. 9 y 10). Al 

comparar este resultado con el obtenido por G6mez-Arroyo et 
al. (1987) quienes, por un lado obtienen una respuesta muy débil de 

ICH inducidos por este compuesto en linfocitos humanos y por el 
otro, una clara manifestación en la producción de ICH en Vicia 
faba (Gómez- Arroyo et al. 1988) se puede inferir que quizás en 
linfocitos la toxicidad del insecticida causa la muerte celular 

antes de que se logre expresar algún efecto mutagénico. Moriya et 
al. (1993) también describen datos negativos en Salmonella 
typhlmurlum usando activación metabólica del hígado de mamíferos 

(Tabla 2). 

3.3 Hetll azlnfos {gusati6n) 

El metil azinfos (Tabla l y Figs. 11 y 12), cuando se aplica 
directamente inhibe por completo el crecimiento de las colonias de 

TA98 Y.de TAlOO, es notable la desaparición del fondo de bacterias 
auxotróficas, sin embargo al realizar el cocultivo con Nicotlana 
las tasas de mutación revertante se incrementan significativamente 
con relación a los testigos en las tres concentraciones para TA98 

(Tapla 1 y Fig. 11) y en las dos más altas para TAlOO (Tabla 1 y 

Fig. 12), en ambos casos el valor superior se produce en 1500 
µg/frasco de cocu~tivo, descendiendo después. Esta respuesta puede 
deberse a diversos factores como: reducción en la supervivencia de 

las células TA98 y. 
0

TAlOO por el incremento en la concentración 
del insecticida, la disminución en la viabilidad de las células 

TXl y -una consecuente reducción de la tasa de activación del 
gusatión, la saturación del sistema enzimático de transformación 
dentro de las células TXl por el incremento en la concentración 

del promutágeno o por todo lo anterior, como se menciona en el 
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trabajo de Plewa et al. (1988). 

Las frecuencias tan elevadas obtenidas cuando se agregan las 
células de Nicotiana implican que prob.~blemente se trata de un 

mutágeno indirecto activado preferentemente por .el metabolismo ,de 

las plantas, ya que se han descrito resultados negativos en 
s. typhimurium (Carere et al. 1978), en Saccharomyces cerevisiae 

(Riccio et al. l.981), en células de criceto chino (Chen et. al. 

1982) y en cultivo de linfocitos human.os (G6mez-Arroyo et. al. 

1987), en todos estos casos los ensayos han sido sin activación 

metabólica~ En ratón (Jorgenson et al. 1979) y en el pez Umbra 

limi (Vigfusson et al. 1983), en los cuales también existen 

complejos microsómicos, los resultados logrados son también 
negativos, lo mismo que ~n s. typhimurium con fracción microsómica 

de higado de mamiferos (Simmon et al. 1976), mientras .que en 
plantas induce efecto c-mitótico (Grant 1973) y provoca incremento 
en la frecuencia de ICH en Vicia faba (Gómez-Arroyo et al. 1988). 

En células CHO Kl Alam et al. (1974) observan rompi;:n.ientos e 
intercambios cromos6micos lo mismo que en células Wl-38 de humanos 
(Alam y Kasatiya 1974). Simmon et al. (1976) encuentran recombi­
nación mitótica en S. cerevisiae. Como puede notarse los datos 
descritos por otros autores con y sin activación rnicrosómica de 
higado de mamíferos o en animales completos ha sido 
contrad.ictoria, mientras que con plantas completas o con sistemas 

metabólicos vegetales son positivos (Tabla 3). La respuesta 
obtenida sugiere que el insecticida rnetil azinfos (gusatión) es un 

promutágeno activado preferentemente por las fraccione~ micros6-
micas de las plantas. Plewa y Gentile (1982) anotan que a pesar de 
que numerosos agentes qu1micos son transformados tanto por plantas 
como por animales, algunos µarecen ser metabolizados exclusiva­

mente por plantas, tal es el caso de la atrazina, la cianazina, 
el· propaclor, el alaclor , el hcptacloro y el clordano (Plewa et 

al. 1984b). 

Como ya anteriormente se dijo, hay evidencias experimentales 
que indican que tanto la fracción 59 como las enzimas aisladas de 
vegetales están involucradas en la peroxidaci6n lo que conduce al 
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aumento de la mutagenicidad de la NOP. Las plantas tienen 
numerosas v1as a través de la cuales los agentes xenobi6ticos 

pueden metabolizarse. Las oxidaciones se consideran entre las 

reacciones más importantes (Oohn y Krieger 1981) y varias enzimas 
de plantas juegan un papel importante en la transformación 
oxidante (Lamoureux y Frear 1979), especialmente las peroxidasas 

(Saunders et al. 1964, Yamasaki 1974). Estas enzimas catalizan dos 

categorias generales de reacciones oxidantes: la peroxidaci6n 
clásica que utiliza H2o2 como donador de oxigeno y la otra que 

emplea oxigeno molecular (Lamoureaux y Frear 1979, Plewa et al. 
1991) . Muchos tipos de reacciones suelen llevarse a cabo en 

plantas por peroxidasas, incluyendo la oxidación de grupos metilo 
y aromáticos, descarboxilaciones e hidroxilaciones de anillos y 

condensación oxidante de fenoles y aminas aromáticas (Yarnasaki 
1974, i.amoureaux y Frear 1979). Probablemente al metil azinfos 

o gusati6n lo metabolizaron las células vegetales a través de un 
mecanismo de oxidación de los grupos metilo, ya que Plewa et al. 
(1991) sugieren que el mecanismo primario en la modificación 

realizada por células TXl es a travésde una ruta oxidasa en la 

cual el promutágeno sirve como donador de hidrógeno.Será necesario 
explorar un rango de concentraciones más bajas (no tóxicas) para 
poder observar si el gusatión por si mismo no es mutagénico y 
puede clasificarse como pro-mutagénico o si por el contrario el 

metabolismo unicamcnte está disminuyendo su toxicidad y haciendo 
que se evidencie su efecto. 

La sensiblidad diferencial detectada en este estudio entre 

ambas cepas bacterianas en el sentido de que la TA9B (Figs. 7, a y 

11) res.pande más la TAlOO (Figs. a, 10 y 12) es consistente con 
los datos obtenidos por otros investigadores. Gentilc et al. 

(1987) comprueban que la NOP es un mutágeno potente que actúa 
directamente en las cepas TA98 y TAlOO, no obstante la primera 
es más sensible que la segunda. La mutagenicidad de la NOP fue 

reducida en el trabajo mencionado en ambas cepas al agregar la 
fracción 59 de h1gado de mamiferos, mientras que con S9 vegetal en 

el ensayo de cocultivo NOP. aumenta significativamente su . muta­
genicidad en presencia de células TX1 esto ültimo coincide con los 
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resultados obtenidos en el presente estudio. 

IV. CONCLUSIONES 

En esta investigación Ge demuestra que la sensibilidad del 

método de cocultivo es tal que permite detectar fácilmente el 

efecto de concentraciones que van de 1 a 7500 µg/frasco de 

cocultivo como se ha mencionado previamente en la literatura. 

Se confirma que lil linea TXl de Nicotiana tabacum es capaz de 

activar eficientemente al promutágeno 4-nitro-o-fcnilendiamina 

empleado corno testigo positivo a un compuesto que es mutagénico en 

s. typhimurium cepas TA9B y TA100 y que las condiciones para dicha 

activación son óptimas en vegetales de 7 dlas de crecimiento, 

cuando están a una concentración de 100 mg/ml. 

Al comparar el comportamiento de los dos insecticidas 

evaluadbs se puede concluir que, por un lado el volatón actúa 

como mutágeno directo a las concentraciones probadas, mientras que 

el gusatión lo hace como promutágeno que es activado por las 

células TXl. Además, aplicado dlrectamente resulta sumamente 

tóxico. 

Los resultados obtenidos en este investigación establecen por 

una parte, cuales son los parametros óptimos de tratamiento para 

realizar la técnica de cocultivo en las condiciones de este labo­

ratorio y por, otra muestran el potencial mutagénico de ambos 

insecticidas. 

Debido a que los estudios acerca de los efectos mutagénicos 

que proceden al almacenamiento y a la bioactivación de pesticidas 

en plantas son escasos y en vista del papel relevante de las 

plantas· en la red trófica y por lo tanto en la dieta humana, habrá 

necesidad de una investigación mayor y más sistemática para reunir 

los elementos de juicio que permitan sugerir la regulación de su 

venta y uso para disminuir el riesgo genético que puedan implicar 
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Tabla 1. MUTACIOH RBV1mr.AlrTI!: INDUCIDA POR LOS XNSBCTICIDAS ORGAHOFOSPORADOS 
FO:UH (VOLAXOH) Y METIL· AIIJIPOS (GUSATION) 1m §Al_..onelh lllili.i•uriumCON Y 
SIN ACTIVACION MSTABOLICA POR ~ ~ 

TESTIGOS NEGATIVOS 
Amortiguador de fosfatoo 
Medio HX 

Nicotiana 
(muortae por calor)+ Nopc 

100 

TESTIGOS POSITIVOS 
Medio MX + NOPC 

l 
10 

100 

Nicotiana + NOPc 
l 

10 
100 

Hedlo HX + foxim 
2500 
5000 
7500 

Nicotiana + foxim 
2'l00 
St'OO 
7500 

Medio HX + metil azifoo 
1000 
1500 
2000 

Nicotiana + met il azinfoe 
1000 
1500 
2000 

cepa TA9B 11 

revertantes/caja 

J0.16 ±. O.JS 
23.50 ±O.JO 

132.20 ± 4 .os 

54.00 ± Q.96 
93.50 ± 2.16 

166.00 .:t. 1.16 

53. so ± 1.10 
193.25 ±. 0.32 

1888.50 ± 0.87 

616.50 ±. 3.42 
J8J9.45 ±. J.10 

160.00 ± 2.20 

35. 25 ± 1.10 
25.25 ± a.os 
21.75 ± 0.26 

80.25 ± 0.77 
594.00 ± 6.75 
270.SO .:!:. 0.21 

Valor 
do oh 

0.11 

18.97* 

l. 62 
l.94* 
G.oe* 

o.os 
10.40* 
Ja.ca* 

19.27* 
44.21" 

6.03* 

0.13 
1.31 
1.48 

Copa TA tooª 
revertantes/caja 

llJ. 58 ±. 0.36 
113.48 ± 0.28 

1;i:o.oo ± 1.88 

102. 70 ± 2.36 
104.10 ± 1.15 
128. 75 ± 2.22 

102. 00 ± 2 .10 
93. 50 ±. 0.33 

377.00 .:!:. 0.94 

849. 00 :': 13.03 
2270.00 ± 8.65 

357 .os ± 3.51 

95.50 ± 0.61 
107 .25 . 0.29 

93. 50 ± 0.10 

101.50 ± 1.01 
285,75 ± 0.36 
141.60 ± 1.83 

Valor 
de ob 

0.06 

o .35 

o. 67 
o. 55 
4 .10" 

o. 20 
1.28 
6, 55* 

is. :..o• 
44.34" 
12.65* 

l. lB 
O.J5 
l.J2 

o. 76 
8.66* 
l. 71 * 

Todaa las concentraciones fueron hechas en µg/g frasco de cocultivo 
ªPromedio de treo experimentos± E.E. 
bLoe valoree de O (ueron calculados de acuerdo con el método de Katz (1979), 

La ei9nificatividad fue establecida en el nivel O.OS ... 1.65 
cHOP 4-nitro-o-fenilenediamina 
*Rcoultadoe Significativos (P<0.05) 
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Tabla :z. nn:cros OIDIE'l'ICOS PJl.ODUCID08 POR FOXIM (VOL.A.TON) 

Orga11i•.o 
indic•dar 

Sal-011ella typbi•uriua 

Cultivo d• linfocit.9• 
bWIADO• 

Vicia faba 

Nicot.iana t.abacua 

11h19ado de mamlforoiJ 
bptant1u1 

Pru9ba 

Hutac10n 
.:evertanto 

lCH 

ICH 

Hutac10n 

revet>t1nte 

KutaciOn 
t>evertante 

Ac:it.i•ación Bfect.Q 
••t.abólica 

ªcon Nv9ativo 

Sin D•bUmonta 
poe1tivo 

in viva Pooitivo 

Sin Pou1t1vo 

bcon 1'1ego11tivo 
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R•f•r•ncia• 

Horiya •t .i. J983 

GOma:t-Arroyo et ol. 1987 

GOmaz-Arroyo el: •l. 1986 

Eato tt>abajo 

E ate tr4bo.jo 



Tabla 3. ll:FZCTO• OSHKTICOS rRODUCIDOS POa Nr%'IL AllHrOI (OUlilUIOM) 

Str•ptoiayc•• co•licor Hutacionee 

S•l•cni.•ll• typhi•uriua Hutacion 
revertante 

8Ah•onella typbiAuriua HutaclOn 
tevertanto 

B•cherichia coli WP2 urvA 

Sal111ooella typbi.muriua RecotnbiclOn 
mltOtlcA 

Saccbaro111yc111• ceraviaiao Recombln.!lciOn 
mitotlca 

CHO JO Rompimiento o 
intcrcnmhioa 
cromo11oml.coo 

CHO VT9 ICH 

Cultivo de Wl•JS nomplmlento e 
humano• intorcambioo 

cromoeOml.coo 

Cultivo de liofocito• ICH 
hu111anoa 

Ratone• HutaclOn 
letal 
dominante 

Umbra li.oi ICH 

Pl•utaa c-mltoaie 

Vicia faba ICH 

611l11on•ll• typbi.m1.1riua Hutaclon 
rever tanta 

Nicotiaoa table-

ªhl9ado da ..aaaUero. 
bplantaa 

Jl.QtiT&Cióa IU•cto 
••t•bólic• 

Sln tlot;1ativo 

Sln negativo 

At,l.n tlt-gativo 

Sin Negativo 

11 sin flegatl.vo 

ªsin Po1titivo 

Sln Ponltivo 

Sin Neg,1tlvo 

Sin Poaitivo 

Sin Negativo 

lo viwo Negativo 

iu viwo Negativo 

in YÍYO Pooitivo 

in viYtJ PoaLtlvo 

bcon Poaltlvo 
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Caroru et al. 1973 

Ca tero et al, 1971, 

Slmmon et •l. 1976 

Brueick ot al, 1980 

Slrr.mon 111t al. 1976 

Sirrmon et al. 1976 

Alam et al, 1914 

Chon et al. 19B:l 

hlam y Knaatlya 1974 

GOmoz-Arroyo et al. l'll81 

l'rnold 1911 
Jorgoeon et •1. 1916 

Vigfuaoon ot al. 1983 

Grant 1'73 

coawu-Arroyo •t 11. 1988 

Eete trabajo 
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tomado por 
AGENTE ta planta 
XENODIOTICO 

PROMUTAGEHO 

CONJUGACJON DEL dltnllón 

JNTERUEDJARIO 

1 
ALMACEHAUJ ENTO 

PLANTAS AL lMENT J C 1 AS 

COMPUESTO 1NTERMED1 ARIO 

Y/O GRUPOS DE OXIGENOS 

ACTIVOS 

UN 1 ON AL ADN U OTRO 

BLANCO 

Y/O fRAGMENTACION 

DEL AON 

Fig. l Vias metabólicas de agentes xcnobiótlcos en plantas, 

anirnnles y el hombre {Sandermann 1988). 
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HECTO UUTAGENICO 

EN ANIMALE:S 'i EN 
E:L HOMBRE: 

EfECTO MUTAGENICO 

EN LA PLANTA 



AGLNTE: QU 1 MICO CXTERNO 

AGLNTE QU 1M1CO INTERNO 

// 1 
RtACCIONES OC 1NCORPORACION EN LA LlGNINA 

REACCIONES or ___ lRANSf"ORMACl.ON - DEPOSITO tN l.A PAR)E: 

CONJ\I~;:: 1 ~~: CELULA/R 

' ~ VACUOLA 

Flg. 2 Esciuema propuesto para el metabolismo y 

"excresión local" de agentes químicos ambientales 

en las células vegetales (Hlgashi 1988). 
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guanina guanina metilada 

Fig. 3 Alqullaclón de la guanina en el ADN 
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R _ N _ e H
3 

N-desalqu llación R _ N 

R _ O _ C HJ 0-desalquilación R _ OH 

S-desalquilac\ón 
R - SH 

11 

fl 

o 
H-C-fl 

fig. 4 Reacciones de desalquilaclón por sa1ida de CH3 de 

los átomos de N, O y S en compuestos orgánicos 

(Manahan 1992). 
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Fig. 7, Mutaciones rever1antes Inducidas 
por NOP en s. typhlmurlum TA98 
con y sin activación metabólica 
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F\g. B. Mutaciones revertantes Inducidas 
por NOP en S. typh\murlum TA100 

con y sin activación metabólica 
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Fig. 9. mutaciones rever tan tes Inducidas 
por Volatón en S. typhimurium TA98 

con y sin activación metabólica 
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Flg.10. Mutaciones revertantes Inducidas 
por Volatón en S. typhlmurlum TA100 

con y sin activación metabólica 
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Fig. 11 Mutaciones rever tantas inducidas 
por Gusatlón en S. typhimurium TA96 

con y sin activación metabólica .. 
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F ig.12 Mutaciones rever tan tes Inducidas 
por Gusatlón en S. typhlmurlum cepa 
TA100 con y sin activación metabólica 
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