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RESUMEN

La activacién metabdlica es un proceso gue permite, en
algunos casos, la expresién de la mutagenicidad de los plaguici-
das. El ensayo conocido como cocultivo de células vegetales/micro-
organismos es una prueba sensible y versdtil utilizada para
evidenciar la presencia de mutdgenos (mediades por .plantas) que
supera las deficiencias de los métodos gue usan plantas completas,
homogeneizados de diversos tejidos o cultivos de células
vegetales. Dichas desventajas consisten principalmente en 1la
desnaturalizacién de las enzimas de los homogeneizados y en 1la
contaminacién microbiana del material vegetal cuando se usan
plantas completas.

En este estudio se emplearon células de tabaco (Nicotiana
tabacum) de la linea TX1 para la transformacién de los
insecticidas organofosforados foxim o volatén y metil azinfos o
gusatién y como criterio para la evaluacién del dafio genético la
tasa de mutacidén revertante de las cepas TA98 y TAlL00 de
Salmonella typhimurium utilizando el procedimiento del cocultivo.

Como testigos negativos se emplearon amortiguador de fosfatos
(pH 7.4) y medio de cultive liquido (MX) y comno positivo a
4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), gue es una anilina cuya actividad
mutagénica aumenta por accién del metabolismo vegetal. Tanto este
dltimo come las diversas concentraciones de foxim (2500, 5000 y
7500 ug/tubo de reaccién) y de metil azinfos (1000, 1500 y 2000
ug/tubo de reaccildn) se agregaron a las bacterias con y sin la
participacién de las células de Nicotiana para conocer sus efectos
directo e indirecto sobre el ADN. El1 andlisis estadistico se
realizé mediante la prueba de 8 diseflada para experimentos de

mutagénesis en microorganismos.

La NOP, a concentraciones de 10 y 100 g de NOP produce
diferencias signifjcativas en la frecuencia de reversién de 1la
cepa TA 98, observandose una relacién concentracion-efecto. Al
afadir células de tabaco, se incrementa notablemente este efecto



nmutagénico. En cambio en la cepa TA100 sélo la concentracién mayor
(100 ug) presenta diferencia significativa que también aumenta al
afiadir las células vegetales. Con el objeto de demostrar que es el
metabolismo el gue eleva la actividad mutagénica y no la presencia
de las células TX1, éstas murieron por calor y se expusieron a la
concentracién mayor de NOP (100 pug) en cocultive con las
bacterias, notandose que las frecuencias de reversién halladas
son similares que al aplicarla en forma directa.

Los tratamientos con foxim o volatén incrementan significati-
vamente la tasa de mutacién revertante a las concentraciones
probadas tanto en TA98 como en TAl00, mientras gue en cocultivo
no hay efecto, es decir que a estas concentraciones no hay
evidencia de que el foxim sea un promutidgeno vegetal por lo que se
infiere que se trata de un mutdgeno directo el cual provoca
mutaciones que involucran mecanismos tanto de corrimiento del marco
de lectura como de sustitucién de pares de bases.

Al agregar metil azinfos o gusatién se inhibe el crecimien-
miento de ambas cepas de bacterlas debido a efectos téxicos. Sin
embargo, al cocultivarse con Nicotiana tabacum se incrementa
significativamente la frecuencia de reversién espontdnea lo cual
denota el comportamiento promutagénico de este compuesto, es decir
que en presencia de células TX1 y a las concentraciones probadas
el metil azinfos se comporta como mutdgenc indirecto.

Aunque se logra una buena reproducibilidad en los tres expe-
rimentos que se llevaron a cabo, la expresién de concentracién-
respuesta para ambos pesticidas no tiene una relacién lineal.

Los resultados muestran la elevada eficiencia de las células
TX1 para activar metabdlicamente y reafirman la utilidad del
método de cocultivo para el estudio de la transformacién de
promutdgenos a mutégenos a través del metabolismo vegetal.



I. INTRODUCCION

1.0 Antecedentes

El establecimiento del riesgo asociado a los agentes quimicos
que forman parte del ambiente es una tarea que no puede
enprenderse sin el conocimiento adecuade de su comportamiento (Gow
1988). Uno de los problemas actuales mids serios lo constituye
la presencia de enormes Y variadas cantidades de productos
quimicos sintéticos que son arrojades al medio y gue representan
un peligro potencial para la salud humana (Litterst y Lichtenstein
1971).

La descarga de sustancias que son dispersadas en el planeta,
por via aérea o acuética (Sandermann 1988) y que se depositan en
agua, suelo o aire afectan seriamente  al medio (Higashi
1988) .Muchas plantas comestibles son expuestas deliberadamente a
pesticidas y a otros agentes quimicos usados en 1la agricultura
(sandermann 1988). Estas plantas son el soporte de gran nlmero
de organismos gracias a la biosintesis de compuestos organicos
que suministran oxigeno (Higashi 1988).

Es por lo tanto, importante evaluar los efectos de
agentes quimicos ambientales sobre las propias plantas y examinar
especialmente la acumulacién de los mismos en agquellas dque
son comestibles y que estan inveolucradas en la red tréfica. Para
proteger tanto el ambiente como la salud humana, es relevante
considerar adem&s la biotransformacién por plantas superiores de
dichas sustancias en mutdgenos activos (Higashi 1988).

Las plantas se encuentran al principio de 1las cadenas
alimenticias. Este hecho y 1la enorme biomasa vegetal gque
constituye en el planeta de alrededor de 1.8 X 10'? toneladas
en peso seco, enfatiza la importancia de su metabolismo y de
la biocacumulacidén de productos gquimicos ambientales (Sandermann
1988) .



1.1 Activacidn metabdlica en plantas

Aungue las plantas han sido ampliamente wusadas en 1la
investigacién de los efectos genéticos de agentes quimicos y
fisicos (Nilan 1978), el hecho de que transformen sustancias
inocuas en mutdgenos es un tema relativamente nuevo. Durante
algin tiempo se consideré que solo el higado‘de mamiferos era
capaz de llevar a cabo estos procesos metabbélicos, sin embargo
ya en 1976 Plewa y Gentile aportaron evidencias directas de la
activacién por medio de los vegetales.

La demostracién de que las plantas pueden activar agentes
ambientales e introducir mutdgenos en la cadena alimenticia
constituye un motivo de interés y preocupacién sobre todo si se
considera el amplio espectro de agentes guimicos y la magnitud de
su uso en la agricultura moderna, proceso a través del cual pueden
incorporarse mutdgenos cn la dieta humana ( Gentile et al.1986,
Plewa et al. 1984b). Este cambio de promutdgenos a mutdgenos es
un evento critico en la mutagénesis ambiental y los sistemas de
prueba frecuentemente incluyen una fraccién metabélicamente activa
(semejante a los microsomas del higado de rata) gque sirve para
ello {Rasquinha et al. 1988}).

UIn mut&geno ambiental es un agente fisico o quimico liberado
al ambiente, gue puede alterar el genoma o sSus propledades
funcionales. Un promutdgeno es un agente quimicoe que sin ser
mutagén.ico en si, puede ser biotransformado a un mutdgeno (Plewa
y Gentile 1982). Asi el término Yactivacién vegetal" denota el
proceso por el cual una sustancia no mutagénica es convertida por
la accién biolégica de una planta en mut&geno (Plewa Yy Gentile
1982).

La capacidad de los vegetales de metabolizar pesticidas u
otros agentes quimicos extrafios ha sido demostrada tanto en el
campo  como en el invernadero. 5in 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. S6lo mediante estudios
m&s recientes usando callos vegetales en condiciones estériles o
cultivos celulares en suspensién se ha demostrado claramente la
capacidad metabdlica de las plantas (Sandermann 1982).

Plewa Y Gentile (1982) mencionan gque Gnicamente cuando se
geparan ambos procesos, el de activacién y el del indicador
genético usado para probar la mutagenicidad se obtiene la
evidencia directa de que el agente ha sido activado por los
sistemas enzimaticos vegetales o animales. El ensayo clasico de
mutagenicidad de Salmonella/microsomas de mamiferco ideado por Ames
et al. (1975b) satisface por completo este punto asi como el
desarrollado en plantas por Plewa y Gentile (1975)

Los estudios sobre activacién vegetal pueden realizarse in
vivo e in vitro. En el primer caso, el agente que se estudia se
aplica .a una planta intacta, mientras gque en el segundo es
introducide 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 genotéxicas (Plewa y Gentile 1882).

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 gue el usc de plantas intactas semeja mas
las condiciones encontradas en los campos agricolas. Sin embargo
hay algunas desventajas como son, la contaminacién microbiana del
material vegetal, los artefactos introducidos en los ensayos con
microorganismos por los nutrientes presentes en las muestras, los
problemas de dosimetria inherentes al tratamiento de plantas
intactas y 1la posible modificacién de 1los metabolitos o 1a
induccién de reacciones quimicas durante la homogeneizacién, 1la
extraccién y la concentracién de las nuestras (Plewa y Gentile
1982) .



Son cuatro los métodos de activacién vegetal in vitro
actualmente desarrollados. En todos ellos se exponen cultivos de
células vegetales u homogeneizados celulares al agente quimico y
se’ evaltla la mutagenicidad en microorganismos indicadores o en
cultivo celulares o de tejidos de mamiferos (Plewa y Gentile 1982)

En el caso de los ensayos in vitro con homogeneizados
existen algunos inconvenientes ya que la pared que presentan todos
los vegetales dificulta la ruptura lo cual implica problemas en la
preparacién de fracciones subcelulares (Gentile y Plewa 1988).
Las técnicas convencionales de rompimiento usualmente provocan
también la ruptura de organelos (Price 1978) mientras que los
fragnentos de membrana gque contaminan las fracciones no son
ficiles de medir debido a la carencia de marcadores enzimiticos
especificos. Otro aspecto importante es el hecho de que los
vegetales no contienen tantas proteinas por unidad de masa como
los animales (Virtnanen 1962) lo cual dificulta su determinacién
en los homogeneizados de fracciones subcelulares. Por otro 1lado,
los fenoles y las quinonas existentes en los tejidos vegetales que
frecuentemente se liberan durante la homogeneizacién (Virtnanen
1962), reaccionan al igual que las proteasas con las proteinas,
todo ello en detrimento de la actividad enzim&tica (Van Der Valk
1984) .

El ensayo de cocultivo de célula vegetal/microorganismo,
desarrollado para analizar la activacién de promutdgenos por
sistemas vegetales, supera el serio problema de la desnaturaliza-
cién de enzimas vegetales con estrategias de activacién involu-
crando homogeneizados vegetales. Se basa en el uso de células
vegetales vivas como sistema activador con algfin microorganismo
que indique el efecto genético (Plewa et al. 1983). Las células
microbianas y vegetales se incuban en un medio adecuado junto con
un promutdgeno. La activacién 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).



La activacién mutagénica de los agentes gquimicos Xenobloti-
cos es estudiada generalmente a dos niveles diferentes:

i) El metabolito vegetal xenocbidtico que causa daflo mutagénico
en la planta misma.

ii) El metabolito mutagénico que es conjugado y almacenade hasta
que se libera y permanece activo al ser consumido por los
animales o el hombre. Esta situacién, en particular, puede
ocurrir después de la aplicacién de pesticidas a especies
comestibles (Fig. 1) (Sandermann 1988).

Ademds 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 xenobidticos

Las plantas superiores metabolizan compuestos extrafios por
medio de numerosos mecanismos que incluyen oxidacién, hidrslisis,
conjugacisén y ocasionalmente reduccién. Tanto en animales como en
vegetales, el paso final de la biotransformacién de la molécula
xenobiética es la conjugacién (Fig.2 ) (Higashi 1988).

Los agentes xenobiéticos transformados por sistemas vegetales
adquieren grupos reactivos tipo -OH, ~SH, -COOH & -NH, que sirven
a su vez como sitios funcionales para su posterior conjugacién.
Las especies conjugadas primariamente son facilmente excretadas
en animales mientras gque en las plantas, los conjugados formados
asi, son posteriormente polimerizados para ser incorporados a los
componentes estructurales de la planta como alternativa para su
excrecién (Higashi  1988). Los productos finales de estas
reacciones son los glucésidos (por ccnjugarse con la glucosa), tal
como la conjugacién del glutation que representa la reaccién méas
importante para la desintoxicacién en plantas al formarse el
glutation reducido (GSH) por catalisis de las GSH transferasas,
que forman conjugados con diferentes tipos de pesticidas, jugando
un papel importante en la toxicidad selectiva (Lamoureux y Frear



1979, Lamoureux y Rusness 1981).

Markham et ‘al. (1972) describen la presencia de pigmentos
parecidos al citocromo P-450 en los microsomas de los cotiledones
de Phaseolus vulgaris (frijol), de Zea mays (malz) y de las
plantulas de Pisum sativum (chicharo). Las propiedades o&pticas y
magnéticas del citocromo P-450 microsomico de diferentes plantas
superiores son andlogas a las de los microsomas de mamiferos
(Rich y Bendall 1975).

Los citocromos P-450 de higado de ratas y de conejos se han
estudiado con inductores de las enzimas gque metabolizan drogas
como fenobarbital y metilcolantreno y se considera gue su papel
fisiolégico consiste en la desintoxicacién de numerosos agentes
xenobiéticos, lo cual explica su baja especificidad en animales
(Higashi 1988).

También se ha investigado el papel fisiolégico del citocromo
P~450 en plantas superiores sin embargo son pocos los estudios
realizados acerca del metabolismo de compuestos extrafos. En
general se ha visto que el citocromo P~450 de las plantas superiores
tiene especificidad limitada por su sustrato (Higashi 1988).

Hasta hace poco tiempo no se sabla casi nada acerca de los
inductores del citocromo P-450 vegetal. Reichart et al. (1979)
reportan que metales como el manganeso y el hierro, el etanol,
varios herbicidas y adn 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 reduccién del
citocromo P-450, tanto en plantas como en animales, es el
fosfato de nicotinamida-adenin-dinucledtido reducido, NADPH
(Higashi 1988).

Recientemente se ha descrito la transformacién de productos
agroquimicos por plantas superiores asi como el papel fisiolégico



del citocromo P-450 en el metabolismo secundario, sin embargo
también hay enzimas extra micros6micas que pueden transformar
metabélicamente agentes promutdgenos a una forma activa (Higashi
1988) .

Existen varias enzimas vegetales con papel importante en el
metabolismo de los compuestos Xenobiéticos (Lamoureux y Frear
1979), pero las mas sobresalientes son las peroxidasas que
catalizan en general dos tipos de reacciones de oxidacién: la
clasica peroxidacién gque requiere perdxido de hidrdgeno y 1la
oxidacién que utiliza oxigeno molecular. Pueden catalizar N- & C-
hidroxilacién, N-sulfoxidacién, N-acetilacién, haleogenacién,
deshalogenacién o descarboxilacién (Sandermann 1982).

La peroxidacién normal procede como sigue:
Peroxidasa + H,0, —— Peroxidasa-1
Peroxidasa~I + AH, ~——= Peroxidasa-II + AHe

Peroxidasa-II + AH2~———~Peroxida§a + AH*

2AHs ~———— Productos
Donde se designa como peroxidasa I al Fe 03+,
peroxidasa II al Fe o2+ , el H2 o, es el sustrato astringente
para la peroxidasa y A Hz @S un sustrato inespecifico gue funciona
como donador de hidrégeno (Higashi 1988).

como

Numerosos investigadores han propuesto las posibles funciones
de las peroxidasas en el metabolismo de pesticidas. Tanto la
oxidacién de paratién a paraoxér. y la hidrélisis de ambos
compuestos puede ser catalizada por la peroxidasa de rabano
{Knaak et al. 1962). La reaccién ocurre en condiciones de
oxidacién y de peroxidacién.

Las especies de citocromo P-450 en los microsomas de células
vegetales son mucho menos heterogéneas en comparacién con las que
existen en el higado de mamiferos (Higashi et al. 1982). Algunas
caracteristicas ~del <citocromo micros6mico P-450 de plantas
superiores representan un problema para su estudio como scon: baja



concentracién de la fraccién S9, inestabilidad, menor heterogenei-
dad y limitada especificidad por su sustrato.

Muchas de las enzimas que toman parte en el metabolismo de
los agentes Xenobiéticos se localizan tanto en animales como en
vegetales en el reticulo endoplasmico (Menn y Still 1978). Sin
embargo, en los vedetales se han detectado varias que participan
en la activacién mutagénica tanto en el citoplasma como en la
pared celular (Shimabukuro et al. 1982, Lamoureux y Rusness 1986).

1.3 Ensayo de Ames

En esta técnica se usan varias cepas de Salmonella
typhimurium que contienen diferentes tipos de mutacién dentro
del operdn de histidina. Aparte, presentan otras caracteristicas
que incrementan su capacidad para detectar efecto genotdxico. La
mutacién rfa causa pérdida parcial de la barrera de polisacadridos
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. 1973a). Algunas cepas contienen ademds un plasmido
pKM 101 que lleva el llamado factor-R de resistencia a ampicilina
Y los genes muc gue aumentan la frecuencia de mutagénesis tanto
espontdnea como inducida al mejorar el sistema de reparacién
“error-prone" que estd presente normalmente en estos organismos.
La cepa TAlO00 responde a agentes que causan sustitucién de pares
de bases mientras que la TA98 lo hace a 1los que provocan
corrimiento del marco de lectura (Maron Yy Ames 1983).

Los mutégenos cuyo mecanismo molecular ccnsiste en el corri-
miento -del marco de lectura pueden estabilizar el apareamiento
cambiado que ocurre frecuentemente en secuencias repetidas o
sitios sensibles del ADN, resultando en una mutacién de corri-
miente del mensaje la cual restaura la lectura correcta para la
sintesis de la histidina (Maron y Ames 1983).
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La reversidn espontidnea de las cepas de prueba con
dependencia de histidina se mide rutinariamente en experimentos de
mutagenicidad y se expresa como el nGmero de revertantes
espontineos por caja de medic minimo. Las colonias revertantes que
han recuperado la sintesis son claramente visibles sobre un fondo
uniforme de bacterias auxotréficas.

Cada cepa revierte espontdneamente a una frecuencia caracte-
ristica. Maron y Ames (1983) mencionan gue la tasa de revertantes

esponténeos por caja en un margen de 105 a 108 células, es comple-
tamente independiente del ntmero de células bacterianas sembradas

(Green y Muriel 1976).

La cantidad de células auxétrofas (fondo de bacterias) no se
cuenta pero se supone que Ssu namero no cambia ya que 1la
concentracién 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 3 cajas por cepa
en cada estudio de mutagenicidad. Esto es particularmente impor-
tante cuando los compuestos de prueba son mut&genos débiles (Maron
y Ames 1983).

Cuando se encuentra una frecuencia de reversidén que queda
claramente fuera del rango establecido es necesario revisar
las caracteristicas genéticas de la cepa (o €1 medio de creci-
miento). Una frecuencia de reversién espontdnea anormalmente alta
puede indicar contaminacién o acumulacidén de retromutaciones
debidas a repetidos subcultivos. En este caso 1la cepa debe
eliminarse y efectuar el reaislamiento a partir de un patrén
congelado a 80°% c. Una disminucién en la frecuencia de reversién
espontdnea de las cepas con factor-R, acompafiada de sensibilidad a
ampicilina e insensibilidad correspondiente a los mutdgenos de
diagnéstico apropiados indican la pérdida del factor-R (Maron y
Ames 1983).

Esta técnica se ha usado para determinar la actividad mutagé-
nica de mezclas complejas. Una cantidad importante de mut&genos

11



fueron encontrados. con ella y posteriormente han mostrado ser
carcinogénicos en animales (Maron y Ames 1983).

La prueba de Salmonella fue validada en un analisis de 300
agentes guimicos, muchos de los cuales eran carcinogénicos (McCann
et al. 1975 , McCann y Ames 1976, 1977). Cerca del 90 % de estos
fueron adenmds mutagénicos. Recientemente Rinkus y Legator (1979,
1981) concluyen gue la correlacién entre carcinogenicidad vy
mutagenicidad es menor que la evaluada al principio y mas adelante
Ames y McCann (1981) estiman una correlacidén de 83 %,

El- ensayo de Salmonella de Ames ha sido cuestionado por
varios autores debido a la carencia en las bacterias de 1los
sistemas netabélicos que efectuen biotransformaciones, sin
embargo este problema se ha resuelto agregando las fracciones
microsémicas del higado de mamiferos (Maron y Ames 1983) o bien
las de las plantas (Plewa et al. 1984b).

El hecho de que las plantas realicen la transformacién
metabdlica de agentes xenobidticos, 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, gue tal vez puedan
resultar nés peligrosos. Asi, debe ser investigado mds
ampliamente el metabolismo y el destino de tales pesticidas para
saber la naturaleza y la cantidad de metabolitos que estdn presen-~
tes en la porcién 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 Qafic
mutagénico junte con homogeneizados celulares de diversas plantas
o bien la fraccién enzimdtica gue posee la actividad requerida
para el netabolismo (Higashi et al. 1981, 1982). Los extractos
mas utilizados han sido los de trigo (Lai et al. 1978), mailz
{Plewa 1978), Tradescantia (Scott et al. 1978), alcachofa de

12



Jerusalem (Higashi et al. 1981), bulbos de tulipan (Higashi et al.
1982, 1983), alfalfa, coliflor y frijol (Wildeman y Nazar 1982)

vicia faba {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 algodén, tabaco y
zanahoria (Gentile et al. 1987, Gentile y Plewa 1988; Wagner et
al. 1989) y Tradescantia {Anderson et al. 1988) en lugar de los
extractos.

Asi, es posible medir diversos puntos genéticos terminales
incluyendo mutaciones hacia adelante y hacia atras, conversién
génica y entrecruzamiento somitico. La condicién 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 dafio genético (Plewa
et al. 1988).

1.4 NOP (4-nitro-o-fenilendiamina)

NOP ~ (4-nitro-o~fenilendiamina) es un mutdgeno de acciébn
directa en gran cantidad de ensayos genéticos ( Ames et al. 1975b,
Benedict 1976, Blijleven 1977, Perry Yy Searle 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 ademads provoca un incremento notable en la reversién
espontdnea de Salmonella en presencia de S9 de tabaco y de
chicharo, no asi con S9% de higado de rata (Gentile et al.
1985) .

Esta anilina se usa como testigoc positivo y modelo de la’
transformacién metab6lica por la similitud estructural con los
metabolitos de diferentes herbicidas (Lamoureaux y Frear 1979).
Se utiliza en la industria como intermediaric en la produccién 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 mostrado que es mutagénica en Salmonella (Gentile et
al. 1986), induce mutaciones 1letales recesivas ligadas al sexo
en Drosophila y recombinacién mitética en levaduras (Natarajan y
Obe 1986). En cambio Searle et al. (1975) y Natarajan y Obe
(1986) reportan respectivamente que no induce aberraciones
cromosémicas en linfocitos humanos, ni micronficleos en médula
6sea de ratones, sin embargo observan respuesta positiva en 1la
prueba ‘de micrcnficleos en higado de ratones (Natarajan y Obe
1986) .

1.5 Plaguicidas
1.5.1 Antecedentes histdricos

El uso de substancias para el control de plagas
parasitas es ya muy antiguo. Los primeros fueron los arseniatos y
mas tarde se utilizan otros agentes de origen orgdnico extraidos
de plantas como la rotenona que se obtiene de Derris eliptica y D.
melacensis, el piretrum gue se produce a partir de las flores de
Chrysanthemum cinerariaefolium o 1la nicotina que se emplea en
Francia desde 1690 y gque mas tarde, en 1764 se aplica esta
propiedad insecticida del tabaco en Inglaterra y hasta 1814 en
América (West et al. 1952).

La primera ocasién en que se describe la reduccidn de 1la
fertilidad como consecuencia de aberraciones cromosémicas 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 anilisis similares. La  sensibi-
lidad de los organismos al tratamiento con pesticidas varia
considerablemente de acuerdo a factores como el nivel de ploidia,
la forma de vida, o los volGmenes nuclear y cromosémico interfd-
sico (Grant 1973).
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En 1939, con el desarrollo del DDT como insecticida residual
persistente, aparecen en Suecia los pesticidas organoclorados.
Después surgen otros como el lindano, el heptacloro, el aldrin,
el dieldrin, etc. Todos son neurotéxicos y dejan residuos que
permanecen en el suelo por periodes largos, causando efectos sobre
especies que no constituyen el blanco original. Por estas razones
se ha descontinuado el uso de la mayoria de elles reemplaziandolos
por compuestos carbamicos y organofosforados. Estos Gltimos son
muy empleados en la actualidad y aunque han disminuido los
problemas de toxicidad crénica, se han descrito casos de toxicidad
aguda (Guthrie 1980).

1.5.2 Insecticidas organofosforados

Los insecticidas organofosforados comienzan a producirse en
Alemania en 1945. La mayor parte son ésteres del 4cido fosférico,
y debido a su polaridad son muy solubles. Son considerados cuatro
veces mas téxicos que los organoclorades, aungue 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 1871, Fukuto 1971). El mecanismo de este blogqueo consiste
en la fosforilacién del grupo hidroxil serina en el sitlio active
de la enzima (Fest y Schmidt 1973)

Otra carateristica Iimportante de este tipo de compuestos es
su propiedad alquilante (Preussman et al. 1969, Bedford y Robinson
1972,  Wooder y Wright 1981). La estructura elemental de los
insectidas organofosforados es:

=P-0-C~

La presencia del fésforo Yy del <carbono como sitios
electrofilicos proporciona la clave para entender las reacciones
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con los nucledéfilos. Un nuclebéfilo puede actuar preferencialmente
sobre el &tomo de fésforo con la subsecuente ruptura del
enlace P-O y fosforilarse o atacar al &tomo de carbono con 1la
posterior ruptura del enlace C-0 y sufrir alquilacidn (metilacién
o etilacidn) . E1 ADN de una célula viva contiene muchos y muy
diferentes sitios nucleofflicos susceptibles de experimentar ese
tipo de ataque. La reaccién de los organofosfatos con el agua como
nucleéfilo, es decir la hidré6lisis, conduce a 1la formaci6bn de
diésteres del &cido fosférico y alcoholes, tioles o fenoles. Los
diésteres pueden ser hidrolizados a monoésteres y eventualmente a.
fésforo inorgadnico (Wild 197s).

El fendmeno de alquilacién consiste en el etaque de un grupo
alquilo pequefic como —CH3 [} C2 Hs’ a un Atomo de N en una de las
bases nitrogenadas del ADN, es uno de los mecanismos mis comunes
que. conducen a la mutacién. También puede ocurrir O-algquilacién
debido al atagque de un metilo u otro grupo alquilc al &tomo de
oxigeno de la guanina (Fig. 3). .

Las principales rutas primarias del metabolismo de los
organcofosfatos son la oxidacién y la hidrélisis (Fest y Schmidt
1973). Tanto el higade de mamiferos como los insectos convierten
por oxidacién a los tiofosfatos en fosfatos, transformacién que
aumenta la actividad fosforilante de los compuestos correspondien-
tes. Por otro lado, la hidrélisis enzimAtica es una desintoxica-
cién debida a varias enzimas presentes en el higado y en otros
6rganos de los mamiferos (Blair et al. 1975).

1.6 Activacidn de pesticidas por plantas

La atrazina fue el primer herbicida en el gque se comprobd
que su actividad mutagénica en microorganismos se debia a la
activacién por las plantas (Plewa Yy 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), etc.

Puesto que las vias metabdlicas de los vegetales son muy
diferentes a las de los animales (Menn 1978), los productos del
metabolismo pueden también cambiar. E1 fungicida tiocabendazol por
ejemplo, es convertido a 5-hidroxitiocabendazol en animales
mientras que en las plantas lo es a benzimidazol o benzimidazol-2-~
carboxamida (citado por Sandermann 1988).

La mayor parte de la informacién disponible acerca del
metabolismo de los agentes xenobibéticos en plantas tiene su origen
en estudios sobre el modo de accién de los pesticidas, su
procedencia y la caracterizacién de sus residuos y la selectividad
de su accién (Dohn y Krieger 1981, Lamoreaux Yy Rusness 1981,
Shimabukuro et al. 1982, Mumma y Davidonis 1983, Vonk 1983). Los
estudios bilogquimicos de promut&genos o formacién de mut4genos a
partir de agentes quimicos inocuos en plantas son escasos (Crosby
1982, Gentile et al. 1982, Plewa y Gentile 1982, Owais et al.
1983, Plewa et al, 1984a, Higashi et al.1985.

Para poder evaluar la dgenotoxicidad de 1los pesticidas
se requiere elucidar diferentes aspectos como: (1) acumulacién o
degradacién quimica o biolégica 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 cromosfSmicas; ademds de muchos otros factores que modifican
las capacidades téxicas de las sustancias (Shirasu et al. 1978).

En afios recientes la aparicién de los herbicidas selectivos
ha contribuide a resolver parcialmente los problemas gque con la
mecanizacién han venido padeciendo las practicas agricolas en
cuanto a la necesidad de "deshierbe". Estos agentes gquimicos,
junte con insecticidas, fungicidas, reguladores del crecimiento
vegetal y demds productos, han revolucionado la agricultura, sin
embargo la pérdida de cosechas continfia (Somerville 1988). Pimentel
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(1981) estima que .las plagas mundiales destruyen el 35 % del
potencial de todos los cultivos alimenticios antes de su cosecha.
Estas disminuciones son principalmente debidas a insectos,
enfermedades de las plantas Yy malas hierbas; adem&s de gue durante
su almacenamiento los insectos, los microorganismos, los roedores
y las aves eliminan del 10 al 20 % (Somerville 1988).

La inclusién de los pesticidas en la agricultura moderna
hace muy importante la determinacién de que esos agentes sean
compatibles con la salud piblica y el ambiente (Gentile et al.
1982). Entre los efectos potencialmente riesgosos que pueden
provocar estd la carcinogénesis. Por este motivo la accién mutagé-
nica y genotéxica de numerosos pesticidas han sido objeto de vasta
investigacién (Klopman et al., 1985); estas actividades tienen
valor predictivo en el potencial de los pesticidas para causar
cincer ( Ames et al. 1975a, Moriya et al. 1983, Rosenkranz et al.
1984} .

1.7 Foxim (volatdn)

El foxim cuya férmula molecular es Cyy N, O, PSes un

H

insecticida organofosforado ampliamente usado enlgéxi?::o ;rincipal—
mente durante el almacenamliento de granos. Su nombre quimico es
glioxil-nitrilo fenil oxima,0,0-dietil fosforoticato (Fig. 5). Es
venenoso cuando se ingiere y experimentalmente ha probado ser
teratégeno. Al calentarlo se descompone emitiendo humos muy

téxicos de CN (NO, ,PO, y SO, (Lewis 1991).

Hay pocos estudios realizados acerca de sus efectos genéti-
cos. Es negativo en la induccién de reversiones en bacterias
(Moriya et al. 1983), incrementa débilmente las frecuencias de ICH
en cultives de linfocitos humanos (Gémez-Arroyo et al. 1987). En
cambio en Vicia faba la respuesta es positiva (Gémez-Arroyo et al.
1988) (Tabla 2).
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1.8 Metil azintos (guszatidn)

otro de los miembros mis activos del importante y vers&til
grupo de insecticidas organofosforados, en este caso obtenido por
condensacién del &lcali o la sal de amonio &cide 0, O0-dimetil
fosforoditioico con un compuesto heterociclico cloremetilo, es
el gusatién o metil azinfos, obtenido de 1la N-clorometil
benzasimida (Fig. 6).

El gusatién descubierto por Bayer en 1953 es un insecticida
de gran toxicidad para mamiferos, tanto al contacto como por
ingestién y con mayor actividad residual que la mayoria de los
insecticidas organofosforados. La LDSO es de 15 mg/Kg. Los
insectos metabolizan el metil azinfos a su andlogo fosforilado mas
téxico, etil azinfos, que también se usa como insecticida (Cremlin
1978). Su nombre quimico es 0, O-dimetil S (4-oxo-1,2,3-benzo-
triazina~3(4H)~ ylmetil) fosforoditicato (Finlayson y MacCarthy
1973). Su fdérmula molecular es clO }(12 N3 63 P52 es ligeramente
soluble en agua Yy muy soluble en disolventes orgédnicos. Posee
cerca de 35 sinénimos. Se le describe como veneno por inhalacién,
e ingestién, por contacto con la piel, por via intravenosa, e
intraperitoneal y por otras posibles rutas.

A nivel experimental se mencicnan efectos teratogénicos y
sobre la reproducci6én, pero su acciébn carcinogénica es todavia
cuestionable. Cuando se calienta, se descompone y emite humos muy
téxicos de PO, SO,, Y Nox (Lewis 1991). Los estudios de
genotoxicidad muestran resultados negativos en Saccharomyces
cerevisiae (Riccio et al. 1981), en ratén (Jorgenson et al. 1976),
en células de criceto chino (Chen et al. 1982), en el pez Umbra
1imi (Vigfusson et al. 1983) y en el cultivo de linfocitos humanocs
(Gémez-Arroyo et al. 1987). En tanto que en plantas provoca efecto
c-mitético (Grant 1973), incrementa la recombinacién mitética en
S. cerevisiae (Simmon et al. 1976) y eleva significativamente la
frecuencia de ICH en Vicia faba (GOmez-Arroyo et al. 1988)
(Tabla 3).
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Este insecticida es ampliamente usado en Méxice en cultivos
de tomate, jitomate, vid, manzano, citricos, durazno, nogal, chile

ete.

Debide a gue trabajos recientes han demostrado gue los
vegetales poseen sistemas enzimidticos complejos capaces de
transformar sustancias no mutagénicas en mutagénicas (Gentile et
al. 1987, Plewa et al. 1988) y dado que en nuestro pais se emplean
indiscriminadamente grandes cantidades de pesticidas sobre los
cultivos en donde muchos de ellos permanecen de manera residual por
mucho tiempo, pudiendo ademis ser metabolizados y convertidos en
productos peligrosos para el hombre, es importante contar con
modelos biclégicos gque permitan detectar todos estos fendmenos.
uno de ellos lo constituye el cocultivo de células vegetales con
la bacteria Salmonella typhimurium, en donde las células de tabaco
representan en este caso, el sictema metabolizador y las bacterias
el criteric de evaluacién del dafo mutagénico.

1.9 Objetivos

Al aplicar 1los insecticidas organofosforados gusatién vy
volatén, ern el sistema de cultivo de linfocitos humanos, Gémez-
Arroyo et al. (1987) observan una respuesta negativa. o débilmente
positiva, mientras que al probar estos mismos compuestos en Vicia
faba encuentran un aumento significativo de la frecuencia de
intercambics de cromdtidas hermanas (Gomez-Arroyo et al., 1988).
Lo anterior sugiere la existencia de algin 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 npencionado, en este trabajo se intenta mostrar el
potencial nutagénico de los metabolitos de estos insecticidas
utilizando como criterio de evaluacién del dafio genético la
tasa de =utacidn revertante de las cepas TA98 y TA100 de
Salmonella typhimurium, gque son mutantes auxotré6ficas para el
operén  de histidina y al cultivo de células de Nicotiana tabacum
de la linea TX1 para la transformaclién 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 activacién similares a
lés efectuada por 1la fraccién S~9 del higado de mamiferos.
También se intenta establecer si 1los plaguicidas mencionados:
volatén y gusatién al ser transformados en otros productos mas o
menos tbéxicos puedan ademds tener accién mutagénica. Esto permiti-
rd ofrecer elementos de juicio para que se tomen 1las medidas
pertinentes con relacién a su venta y uso a fin de disminuir el
riesgo genético que impliquen.

IT. MATERIALES Y METODOS

Para la técnica de cocultivo se emplean las células de tabaco
Nicotiana tabacum de la linea TX1 y por otro lado 1las cepas
auxétrofas para histidina TA98 y TAl00 de Salmonella typhimurium,
comGinmente usadas para detectar mutdgenos. Tanto las bacterias
como las células vegetales fueron proporcionadas por el Dr.
William F. Grant y la Dra. Priscilla Castillo (Universidad de
McGill, Montreal, Canadd). Se siguieron los mé&todos descritos por
. Maron y Ames (1983) en el caso de bacterias y por Murashige y
>Skoog‘ (1962) para células vegetales.

1.0 Preparacicn de las células vegetales

Para el wmantenimiento de los cultivos vegetales se utilizé
una modificacién del medio descrito por Murashige y Skoog (1962)
el cual carece de hormona vegetal de crecimiento Y se prepara
en forma sélida agregando agar bacterioldgico (medio MX) (Plewa
et al. 1988).

A partir de callos de Nicotiana tabacum de la linea TX1l en
medio s6lido (MX), conservados a 28° ¢ Y resguardados. de la 1luz,
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se aislan algunas c@lulas Y se colocan en medio de cultiveo liquido
{MX) para que empiecen a proliferar en suspensién, manteniendo los
matraces protegidos de la luz y en agitacién rotatoria constante
(150 rpm) a 28° ¢ durante 7 dias. De estos cultives liquidos se
inoculan 3 g (peso fresco} en 100 ml de medio MX y se dejan crecer
en las mismas condiciones otros siete dias.

Antes de iniciar el cocultive se dejan de agitar las células
en suspensién para que se precipiten y se decanta el sobrenadante.
Se vacian las células en tubos de centrifuga estériles y con tapa
y se agrega medio MX [que no contiene &cido 2,4-diclorofenoxi-
acético (2,4-D)).Este compuesto es mutagénico en Salmonella, por
lo cual debe eliminarse del cultivo. Se realiza una primera
centrifugacién a 140 X g por 3 min a 0° ¢, se tira el sobre-
nadante, se resuspende suavemente para lavar el botén celular con
MX~ y se tapan los tubos. Se efectGa una segunda centrifugacién
bajo las nismas condiciones, se quita el sobrenadante y se agrega
suficiente medio MX™ para obtener una concentracién de 100 mg de
celulas TXl por ml de medio MX , se tapan, se agitan suavemente y
se colocan en hielo hasta su utilizacién (<30 min). Todos los
cambios deben realizarse en un campo estéril para evitar la
contaminacién.

1.1 Preparacifn de las bacterias y medios para tratamiento

Las cepas de prueba se mantienen a -80°¢ 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 gue contiene
histidina/biotina para obtener las placas patrén gque se cohservan
en refrigeracién y deben resembrarse por lo menos cada mes (Maron
y Ames 1383).

A partir de dichas placas patrén se realiza la siembra en 100
ml de caldo liquido Luria (LB) para su proliferacién, tomandoc con
el asa una porciétn de colonia y colocando en agitacién 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 centrifugacién para lo cual en un frasco de
centrifuga estéril de 250 ml se vacia el medio con las bacterias
cerrdndelo Iinmediatamente en un campo estéril; se someten a
centrifugacién a 4000 X g durante 5 min a ¢%. Se elimina el
sobrenadante y el botén se resuspende y se lava con amortiguador
de fosfatos a una concentracién 100 uM y a pH=7.4, se tapa y se
agita en vértex para disolver el botén.

Se centrifuga nuevamente durante S5 min, se decanta el
sobrenadante y se afiaden 10 ml de amortiguador de fosfatos, se
coloca en el vértex hasta que se disgreque el botén y se mantienen
en hielo.

Con el objeto de verificar la densidad de bacterias se hacen
lecturas en el espectrofotémetro, para lo cual se vierten 5 ml de
amortiguador en dos tubos, uno se usa como blanco y al otro se le
agregan 50 ul de las bacterias, se agita j se lee a 660 nm de
longitud de onda y se ajusta a 1 X 101°cé1u1as/m1 como &ptimo 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 mutacién rfa se utiliza la prueba de
violeta cristal en la forma siguiente: se agrega 0.1 ml de un
cultivo liquido fresco de toda la noche a un tubo que contiene
2 ml de agar de superficie fundido a 45°. se agita en vértex por
3 segundos a velocidad baja y se vacia 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 &l se pipetean 10 pl de una solucidbn 0.1 % de violeta
cristal, se deja soélidificar =2l agar, se invierte la caja y se
incuba a 37°%c. Después de 48 horas aparece una zona clara de inhi-
bicién alrededor del disco hasta donde difundié el colorante,
indicando la presencia de la mutacién 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 factor-R de resistencia a la ampicilina se prepara
medio nutritivo gque contiene histidina 2 g/400 ml y biotina
0.5 mM; asi como ampicilina 8 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 incubandose a 37° C en oscuridad se puede ver el crecimiento
a lo largo de las estrias hechas con las cepas que poseen este
factor.

1.2 Agentes quimicos y disolventes

La 4-nitro-o-fenilendiamina cristalina (NOP, CAS, No. 9504),
lote # 25 F-3559 fue obtenida de Sigma Chemical Co. 'y los
insecticidas foxim o volatén y metil azinfos o gusatién de Bayer
de México S.A. Tanto  la anilina como los insecticidas se
disolvieron 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 1la suspensién de células vegetales, 0.5 ml de
bacterias y finalmente el insecticida, se dejan incubar por 1.5 h
a 28% en agitacién rotatoria constante en oscuridad a 170 rpm.

En tubos de ensaye con tapa que contienen 2 ml de agar . de
superficie estéril fundide a 45°C se aplican 500 ul de cada frasco
de cocultivo, se agita en vértex, se vacia y se distribuye
homogeneamente en toda la superficie de una caja de medio minimo
y se colocan sobre una &rea plana, esto se realiza por triplicado,
cuando el agar solidifica se invierten las cajas y se incuban a
37°¢C durante 48 horas, para proceder a cuantificar el nGmero de
colonias revertantes.

También se usa un testigo en el cual antes de llevar a cabo
el cocultiveo, las células vegetales se matan por calor y se prueba
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la concentraciédn mayor de NOP (100 pg/frasco de cocultivo), con la
finalidad de excluir la posibilidad de que sea alg(in producto de
las células vivas lo que causa la transformacién y no el
metabolismo.

Para los testigos negativos se utiliza amortiguador de
fosfatos 100 uM 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 promutd-
geno activado por plantas. Como este compuesto se inactiva con la
luz, a partir del cocultive toda la manipulacién se realiza en la
oscuridad, las concentraciones usadas se establecieron después de
varios experimentos preliminares, siendo de 1, 10 y 100 ug/frasco
de cocultivo.

El insecticida organcfosforado volatén se aplica a 2500,
5000 y 7500 ug/frasco de cocultive mientras que para gusatién
que es demasiado t6xico, después de numerosos experimentos
preliminares, se establecieron las cantidades de 1000, 1500 y 2000
ug/frasco de cocultivo. Los insecticidas se filtran a través de
membranas miliporo 0.45 um y se aplican directamente a los frascos
de cocultivo.

Los ensayos se efectuan con las cepas TA98 y TAl100 y se hacen
3 repeticiones 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.

25



1.4 Anédlisis estadistico

Los datos obtenidos en cada tratamiento fueron evaluados usando
tres criterios:
- El1 doblaje de la frecuencia de reversién espontanea sobre los

testigos.
- La prueba de 8 descrita por Katz (1979) y recomendada por de
Serres Yy Shelby (1979), diseflada para experimentos de

mutagénesis que involucran microorganismos, en la gue se hacen
comparaciones entre la media de eventos por caja obtenidos en
las cajas testigo y las cajas experimentales. Se elige un nivel
de significatividad de 0.05=1.65 para considerar una muestra
como mutagénica,

- Una respuesta de concentracién-efecto.

II1X. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, una de 1las principales fuentes de
contaminacién 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 ampliado por procedimientos de activacién metabélica. La
primeraA descripciébn de un mutageno activado metabdlicamente es
hecha por Malling (1966). Posteriormente la biotransformacién in
vitro se realiza como practica de use comin en los ensayos de
mutagénesis en microorganismos (Malling 1971, Ames et al, 1973b,
1975, Maron Yy Ames 1983). E1 empleo de diversos tipos de
plaguicidas que son dispersados en wmiles de millones de
hectdreas de tierra cultivable en el mundo redquiere una variedad
de sistemas de transformacién metabSlica que permitan determinar
las propiedades mutagénicas de estos agentes.
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Plewa y Gentile (1982) han evaluado las propiedades
genotéxicas tanto de insecticidas como de herbicidas a través del
metabolisme vegetal. Diferentes sustancias han mostrado ser
mutdgenos después del tratamiento con sistemas de activacién
vegetal. Se ha sugeridoc que algunos agentes pueden ser activados
en plantas por sistemas enzimaticos semejantes a los de animales
(Higashi 1988).

El método de cocultivo de cé&lula vegetal/microorganismo es un
andlisis 1Gtil desarrollado para estudiar la activacién de
promutigenos por vegetales (Plewa et al, 1988). Puesto que el
sistema de activacién consiste de células vegetales en cultivo en
suspensién hace que la psrueba sea precisa ya que se puede definir
cuantitativamente cada componente del tubo de reaccién. Puede
ser utilizado en el analisis rapido de compuestos guimicos o
mezclas ambientales complejas, en conjunto con ensayos de
activacién microsémica de mamiferos usandoe a Salmonella o con
otros sistemas de prueba a corto plazo. Ei organismo indicador
bielégico puede ser cualquier sistema micrebiano bien definido que
pueda sobrevivir en el medio de cocultiveo (Plewa et al, 1988).

En este trabajo se ha investigado la accién mutagénica
provocada por los insecticidas organofosforados foxim y metil
azinfos en Salmonella typhimurium a través del metabolismo
vegetél. Se generan las curvas de dosis-respuesta para ambos
pesticidas en presencia y ausencia de activacién metabdlica por
células TX1 de tabaco; en cada caso se observan efectos
reproducibles del metabolismo vegetal no obstante que sdlo el
metil azinfos muestra un claro comportamiento pro-mutagénico a las
concentraciones probadas (Tabla 1 y Figs.9, 10, 11 y 12}.

La; células de tabaco de la. linea TXl en cultive son muy
eficientes para transformar promutdgenos en mut&genos. Gentile et
al.(1987) y Plewa et al. (1988) prueban la mutagenicidad de varias
fenilendiaminas en Salmonella después de su activacién con células
de Nicotiana Y encuentran resultados positivos. Asimismo
describen que la capacidad de activacién del 2-aminofluoreno es
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superior en las células de tabaco que en las del algodén y éstas
que en la zanahoria mientras que las células de maiz no lo hacen
{(Plewa et al. 1988}). También sefialan que las células TX1 activan a
la m-fenilendiamina en mayor grado que la S99 de higado de
mamifero. La S9 de chicharo y tabaco aumentan la mutagenicidad de
la NOP, no asi la S9 de higado de mamiferoc (Gentile et al. 1985).

1.0 Testigo positivo (NOP)

Las cé&lulas TX1 en este trabajo mostraron una eficiencia
6ptima para activar metabdlicamente al HNOP, usado como testigo
positive. La concentracién 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 come la mejor,
se puede inferir gque Nicotiana tiene una capacidad mayor para la
activacién bajo las condiciones del presente estudio.

En la tabla 1 y Figs. 7 y 8 se muestran los resultados del
efecto producide por diferentes concentraciones de la NOP (testigo
positive) con y sin activacién metabélica. La NOP ha sido tomada
como modelo por ser compeonente de numerosos herbicidas y tener
gran similitud estructural con los metabolitos de diversos pesti-
cidas (Lamoureaux y Frear 1979). Se observa que en el caso de la
cepa TA98 al agregar directamente este compuesto se producen
diferencias significativas en 10 y 100 pg con una relacién de
concentracidn-efecto y al afladir las células de tabacc es notable
el enorme incremento del efecto mutagénico. Estos resultados
concuerdan con los descritos por Gentile et al. (1985) en los que
dicha sustancia es mutagénica para Salmonella en ausencia de
sistemas de activacién animal o vegetal y gque 1las plantas
la transforman en un mutdgeno muy potente. El primer paso en la
activacién de las aminas aromiticas por mamiferos es una
N~hidroxilacién que depende del sistema enzimdtico P-450
(Plewa et al. 1991). Un derivado N-hidroxi-2-aminofluoreno forma
productos de adicién e induce predominantemente mutaciones por
corrimiento de bases (Ames 1972)
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Se ha sugerido que los derivados de 1la anilina son
biolégicamente menos activos cuando los grupos amino estadn en la
posicién para que cuando estan en la posicién orto (Sontang 1982).
Esta observacién es corroborada por Milman y Peterson {(1984) en su
revisién 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 posicién orto,
qgue es biolégicamente la mds activa lograndose incrementos de la
frecuencia de reversién hasta de 600 veces por encima del valor de
los testigos en la cepa TA98 (Fig. 7) y del triple de los
testigos para TA100 (Fig. B8). La activacién vegetal de la NOP
involucra una peroxidacién (Gentile et al. 1985).

Al agregar NOP directamente a la cepa TA100, se presentan
diferencias significativas con relacién a los testigos negativos
s6lo con la concentracién mayor y al afiadir las células vegetales
tinicamente se observa aumento importante en esa misma dosis (Tabla
1 y Fig. 8); estos valores coincider con los descritos por Gentile
et al. (1987) quienes observan mayor sensibilidad a la NOP en 1la
cepa TA98 gue en la TA100; asimismo mencionan un incremento de la
mutagenicidad en las dos cepas en presencia de células TX1 en
cocultivo.

3.1 Testigos negativos

Los datos anteriormente descritos demuestran por un lado, que
la tasa de mutacién revertante en ambas cepas de Salmonella esta
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
TA100.

Al colocar en el cocultivo células TX1 muertas por calor
junto con Salmonella y NOP se observa que las frecuencias en los

dos casos (TA98 y TA100) son similares a cuando se aplica HOP
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directamente lo que indica que esta sustancia es activada por el
metabolismo y no pdr la sola presencia de las células (Tabla 1 y
Figs. 7 y 8).

La concentracién o6ptima de NOP que produce aumento en la
frecuencia de mutaciones revertantes en Salmeonella con células TX1
es de 100 ug/frasco de cocultive para TA98 y TA100

3.2 Foxim (volatdn}

En la Tabla 1 y Figs. 9 y 10 se muestra la accidn del insec-
ticida foxim cuando sc adiciona directamente a las cepas TA98 y
TA100, evidencidndose que las tasas de mutacién revertante se
incrementan significativamente. En ambos casos el aumento mayor
es en 5000 pg/frasco de cocultivo y posteriormente disminuye en la
concentracién mas alta, probablemente debido a una accién téxica
del ingsecticida, evidenciado esto por la disminucién y casi
desaparicién del fondo de bacterias auxotréficas, el efecto se
produce al parecer por ambos mecanismos moleculares, la sustitu-
cién de bases y corrimiento del mensaje puesto gque tiene accién
tanto en la cepa TA98 como TA 100. Al realizar el cocultivo se
observa que se nulifica el efecto y las frecuencias de mutacién
revertante se colocan dentro de los valores de los testigos (Tabla
1 y Figs. 9 y 10). Otros estudios en gue también se utiliza este
insecticida en Salmonella con activacién metabélica animal,
describen resultados negativos en la induccién de mutaciones
revertantes (Moriya et al. 1983).

La accién directa del volatén sobre el ADN resulta
interesante, ya que desde el punto de vista de la mutagénesis, los
insecticidas oryanofosforados constituyen un grupe impoertante,
puesto que casi todos ellos son derivados del Adcido fosférico en
cuya estructura general se presentan dos radicales que son
generalmente grupos alquile (especialmente metilc o etilo), que
atacan preferencialmente al &tomo de carbonoe del ADN mediante la
alquilacién, en algunos casos ocurre en los sitios electrof@liéos
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(Moutschen-Dahmen et al.1584). Posiblemente la forma de actuar de
este insecticida sobre el ADN es mediante mecanismos de
alquilaciébn proveocando tanto sustitucién de pares de bases como
pérdida o adicién qe bases que causan corrimiento del mensaje.

La inhibicidén de la acciéon mutagénica del volatén al agregar
células vegetales es clara y puede deberse a algGn mecanismo de
desactivacién presente en las células TX1l. El1 metabolismo Qe
muchos de estos compuestos gue contienen grupos alquilo unidos a
4tomos de 0, N & S se realiza con el reemplazo de los dgrupos
alquilo por H. Estas reacciones se llevan a cabo por sistemas
enzimaticos oxidantes de funcién mixta (MFO). Ejemplos de este
tipo de reacciones son: la O-desalquilacidén de los insecticidas
metoxiclorados, la N-desalquilacién del insecticida carbarilo y la
S-desalquilacién del dimetil mercaptanc (Caldwell 1989), (Fig.4).
Tomando en cuenta dque el volatén es un insecticida que posee
grupos activos capaces de alguilar al ADN es probable que la
inactivacién del mismo suceda en ese sentido. Se ha descrito que
las células TX1 poseen enzimas peroxidasas que catalizan
reacciones de N-desalgquilacién entre muchas otras (Lamoureaux vy
Frear 1979).

Benigni et al.(1979) encuentran gque el diclorvos no es
mutagénico para Aspergillus nidulans después de ser metabolizado
por células de Nicotiana alata y postulan gue los metabolitos
potencialmente mutagénicos de este compuesto fueron degradados por
los tejidos vegetales. Rasquinha et al. (1988) prueban el
herbicida trialato co-incubado con la fracci6tn S9 de mamifero y
con la fraccidn vegetal S14 de trigo, demostrando que el efecto
del herbicida (que normalmente sdlo se obtiene en presencia de la
fraccidén S9 de mamifero) es reducido con los extractos vegetales
de trigo. Los autores atribuyen este resultado a la inactivacién
del trialato por el metabolismo vegetal.

Sakai et al. (1990) han descrito que ciertas estructuras
vegetales y extractos de plantas contienen una variedad de

sustanclas antimutagénicas, tales como el beta caroteno, alfa
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tocoferol, A&cido ascérbico 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 metab6licos, se cree qgue la
clorefilina, que es un agente oxidante funciona como antimutéageno
al interactuar con los grupos activos de los mutdgenos Plewa et
al. (19%1).

Gentile y Gentile {1991) ensayan la relacidn entre
mutagenicidad y antimutagenicidad utilizando 4-nitro-0-fenilen-
diamina activada con productos vegetales que contienen clorofila
la cual junto con la clorofilina que es la sal de sodio y de
cobre, ‘han sido identificadas como antimutdgenos particularmente
efectivos (Ong et al.1986, 1989, Whong et al. 1988, Negishi et al.
1989). En el estudio de Gentile y Gentile (1991) se observa que
tanto la clorofila a y b come la clorefilina 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 mut&geno potente y concluyen
que la concentracién de clorofila o clorofilina que se requiere
para fque la capacidad antimutagénica se manifieste puede variar en
ocasiones para diferentes mutdgenos, eventos genéticos y condicio-
nes de prueba. Debido a esto, los autores sugieren que las inves-
tigaciones sobre la antimutagenicidad de 1los vegetales se
acompafien con estudios paralelos sobre la mutagenicidad de dichos
productos de plantas y con el potencial de activacién de promut&-
genos de los mismos para establecer la relacidén riesgo beneficio
asociado a diferentes productos alimenticios de origen vegetal que
forman parte de la dieta humana (Gentile y Gentile 1991).

A nivel molecular, Plewa et al. (1991) demuestran en células
TX1 de tabaco que el dietil ditiocarbamato suprime la activacién
vegetal de aminas aromdticas a mutdgenos, al inhibir a las
peroxidasas.
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En este trabajo se demuestra que el volatén tiene comporta-
hiento mutagénico dentro de un. amplio intervalo, no obstante al
aplicar 1la concentracién mayor, es decir 7500 ug/frasco de
cocultivo disminuye considerablemente el efecto lo cual puede
deberse a una reduccién en la viabilidad de la células bacterianas
debido a la toxicidad de la concentracién alta (Figs. 9 y 10). Al
comparar este resultade con el obtenide por Gémez-Arroyo et
al. (1987) quienes, por un lado obtienen una respuesta muy déhil de
ICH inducidos por este compuesto en linfocitos humanos y por el
otro, una clara manifestacién en la produccién de ICH en Vicia
faba (Gomez~- Arroyo et al. 1988) se puede inferir que quizds en
linfocitos la toxicidad del insecticida causa la muerte celular
antes de que se logre expresar algln efecto mutagénico. Moriya et
al. (1983) también describen datos negativos en Salmonella
typhimurium usando activacién metabélica del higado de mamiferos
(Tabla 2).

3.3 Hetil azinfos {gusatién)

El metil azinfos (Tabla 1 y Figs. 11 y 12), cuando se aplica
directamente inhibe por completo el crecimiento de las colonias de
TA98 y de TAl00, es notable la desaparicién del fondo de bacterias
auxotréficas, sin embargo al realizar el cocultivo con Nicotiana
las tasas de mutacién revertante se incrementan significativamente
con relacién a los testigos en las tres concentraciones para TA98
(Tabla 1 y Fig. 11) y en las dos m&s altas para TA100 (Tabla 1 y
Fig. 12), en ambos casos el valor superior se produce en 1500
ug/frasco de cocultivo, descendiendo después. Esta respuesta puede
deberse a diversos factores como: reduccién en la supervivencia de
las .células TASS8 y 'TA100 por el  incremento en la concentracién
del insecticida, 1a disminucién en la viabilidad de las células
TXl y una consecuente reduccién de la tasa de activacién del
gusatién, la saturacibn del sistema enzimitico de transformacién
dentro de las células TX) por el incremento en la concentracién
del promutdgeno 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 proﬁéblemente se trata de un
mutdgeno 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. 1981), en células de criceto chino (Chen et al.
1982) y en cultivo de linfocitos humanos (Gémez-Arroyo et al.
1987), en todos estos casos los ensayos han side sin activacién
metabdlica. En ratén (Jorgenson et al. 1979) y en el pez Umbra
limi (Vigfusson et al. 1983), en 1los cuales también existen
complejos microsomicos, los resultados logrados son también
negativos, lo mismo que en S, typhimurium con fraccidn microsémica
de higado de mamiferos (Simmon et al. 1976), mientras dque en
plantas induce efecto c-mitétice (Grant 1973) y provoca incremento
en la frecuencia de ICH en Vicia faba (GSmez~Arroyo et al. 1988).
En células CHO K1 Alam et al.(1974) observan ronmpimientos e
intercambios cromosémicos lo mismo que en cé&lulas W1l-38 de humanos
{(Alam y Kasatiya 1974). Simmon et al. (1976) encuentran recombi-
nacién mitética en S. cerevisiae. Como puede notarse los datos
descritos por otros autores con y sin activacién microsémica de
higado de mamiferos -] en animales completos ha sido
contradictoria, mientras que con plantas completas o con sistemas
metabblicos vegetales son positivos (Tabla 3). La respuesta
obtenida sugiere que el insecticida metil azinfos (gusatién) es un
promutidgeno activado preferentemente por las fracciones wmicros6t-
micas de las plantas. Plewa Yy Gentile (1982) ancotan que a pesar de
que numerosos agentes quimicos son transformados tanto por plantas
como por animales, algunos parecen ser metabolizados exclusiva-
mente por plantas, tal es el caso de la atrazina, la cianazina,
el propaclor, el alaclor , el heptacloro y el clordano {Plewa et
al. 1984b).

Como ya anteriormente se dijo, hay evidencias experimentales
que indican que tanto la fraccién S9 como las enzimas aisladas de

vegetales estan involucradas en la peroxidacién lo que conduce al
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aumeénto de .la mutagenicidad de 1la NOP. Las plantas tienen
numerosas vias a través de la cuales los agentes xenobiéticos
pueden metabolizarse. Las oxidaciones se consideran entre las
reacciones m&s importantes (Dohn y Krieger 1981) y varias enzimas
de plantas juegan un papel importante en la transformacién
oxidante (Lamoureux y Frear 1979), especialmente las peroxidasas
(Saunders et al. 1964, Yamasaki 1974). Estas enzimas catalizan dos
categorias generales de reacciones oxidantes: 1la peroxidacién

cliasica que utiliza H como donador de oxigeno y la otra gque

o]
emplea oxigeno mz::leculzar2 {Lamoureaux y Frear 1979, Plewa et al.
1991) . Muchos tipos de reacciones suelen llevarse a cabo en
plantas por peroxidasas, incluyendo la oxidacién de grupos metilo
y aromaticos, descarboxilaciones e hidroxilaciones de anillos y
condensacién oxidante de fenoles y aminas aromaticas (Yamasaki
1974, Lamoureaux y Frear 1979). Probablemente al metil azinfos
o gusatién lo metabolizaron las células vegetales a través de un
mecanismo de oxidacién de los grupos metilo, ya que Plewa et al.
(1991) sugieren que el mecanismo primario en la modificacién
realizada por células TX1l es a travésde una ruta oxidasa en la
cual el promutédgeno sirve como donader de hidrégeno.Ser& necesario
explorar un rango de concentraciones mis bajas (no téxicas) para
poder observar si el gusatién por si mismo no es mutagénico y
puede clasificarse como pro-mutagénico o si por el contrario el
metabolismo unicamente esti disminuyendo su toxicidad y haciendo
gue se evidencie su efecto.

La sensiblidad diferencial detectada en este estudio entre
ambas cepas bacterjianas en el sentido de que la TA98 (Figs. 7, 8 ¥y
11) responde mids la TA100 (Figs. 8, 10 y 12) es consistente con
los datos obtenidos por otros investigadores. Gentile et al.
(1987) comprueban gque la NOP es un mutigenc potente gue actGa
directamente en las cepas TA98 y TA100, no obstante la primera
es m&s sensible que la segunda. La mutagenicidad de la NOP fue
reducida en el trabajo mencionado en ambas cepas al agregar la
fraccién S9 de higado de mamiferos, mientras gue con S9 vegetal en
el ensayo de cocultivo NOP aumenta significativamente su , muta-
genicidad en presencia de cé&lulas TX1 esto Gltimo coincide con los
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resultados obtenidos en el presente estudio.

IV. CONCLUSIONES

En esta investigacién se demuestra que la sensibilidad del
método de cocultivo es tal que permite detectar f&cilmente el
efecto de concentraciones gue van de 1 a 7500 ug/frasco de
cocultivo como se ha mencionado previamente en la literatura.

Se confirma gue la linea TX1 de Nicotiana tabkacum es capaz de
activar eficientemente al promutdgeno 4-nitro-o-fenilendiamina
empleado como testigo positive a un compuesto que es mutagénico en
S, typhimurium cepas TA98 y TA100 y que las condiciones para dicha
activacién son 6ptimas en vegetales de 7 difas de crecimiento,
cuando estdn a una concentracién de 100 mg/ml.

Al comparar el comportamiento de 1los dos insecticidas
evaluadbs se puede concluir que, por un lado el volatdén actda
como mutdgeno directo a las concentraciones probadas, mientras que
el gqusatién lo hace como promutdgenc que es activado por las
células TX1. Ademds, aplicado directamente resulta sumamente
téxico.

Los resultados obtenidos en este investigacidén establecen por
una parte, cuales son los parametros 6ptimos de tratamiento para
realizar la técnica de cocultivo en las condiciones de este labo-
ratorioc 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 biocactivacién de pesticidas
en plantas son escasos y en vista del papel relevante de las
plantas en la red tr6fica y por lo tantoc en la dieta humana, habra
necesidad de una investigacién mayor y m&s sistematica para reunir
los elementos de juicio que permitan sugerir la regulacién de su
venta y uso para disminuir el riesgo genético que puedan implicar
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Tabla 1. MUTACION REVERTANTE INDUCIDA POR LOS INSECTICIDAS ORGANOFOSPORADOS
FOXIIM (VOLATON) Y METIL AXINPOS (GUSATION) EN Salmonella typhimuriumCon Y
SIN ACTIVACION METABOLICA POR Nicotjana tabacum

Cepa TA982 valor Copa TA100® Valor
revertantes/caja da Ob ravertantes/caja de oP
TESTIGOS NEGATIVOS
Amortiguador de fosfatou 30.16 + 0.3%5 113.58 + 0.36
Medio MX 23.50 # 0.30 0.11 113.48 x 0.28 0.06
Micotiana
{muertas por calor)+ NOP®
100 132.20 + 4.05 18.97* 120,00 + 1.88 0.35
TESTIGOS POSITIVOS
Hedlo MX + NOBC
1 $4.00 # 0.96 1.62 102,70 + 2.36 0.67
10 93.50 * 2.16 1.94* 104,10 + 1.1§ 0.55
100 166.00 + 1.16 6.08" 128.75 + 2.22 4.10"
Nicotiana + NOPC
1 §3.50 + 1.10 0.0% 102,00 + 2.10 0.20
10 193,25 + 0.32 10.40" 93.50 + 0.33 1.28
100 1888.50 + 0.87 38.00" 377.00 + 0.94 6.65"%
Medio MX + foxim
2500 616.50 + 3.42 19.27" 849.00 # 13.03 15.10°
5000 3839.45 & 3.10 44.21"  2270.00 + 8.65 44.34°
7500 160.00 + 2.20 6.03" 357.05 & 3.51 12.65"
Nicotiana + foxim
2500 . 35.25 + 1.10 0.13 95.50 + 0.61 1.18
5000 25.25 + 0.08 1.31 107.25 + 0.29 0.35
7500 21.75 # 0.26 1.48 93.50 + 0.10 1,32
Medio HX + metil azifosn
1000 o 0
1500 o 0
2000 o o
Nicotiana + metil azinfos 3
1000 80.25 * 0.77 3.50" 101.50 + 1.01 0.76
1500 594.00 + 6.75 8.56" 285,75 + 0.36 8.66"
2000 270.50 + 0.21 4.007 141.60 + 1.83 1.71*

Teodas las concentraciones fueron hechas en ug/g frasco de cocultivo

Apromedio de tres experimentos # E.E.
Los valores de 0 fueron calculados de acuerdo con el método de

La significatividad fue establecida en el nivel 0.05 = 1,65
CHOP 4~nitro-o-fenilenediamina
*Resultados Significativoa (P<0.0S)
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Tabla 2,

DO8 POR POXIKW (VOLATON)

Organismc Prueba Activacién. Efectn Refersncias  *
{ndicader tabolica
Salsonella typhimurium Hutaclen 4con Hegativo Horiya st al. 1983
severtante
cultiva de linfocitos 1cH sin Débilmante Gémez-Arroyo et al. 1987
husanos poaitivo
vicia faba 1CH in vivo Poaitiva Gomaz-Arroyo et al. 1988
Salmonslla typhimurium Ratacien Sin Ponltivo Eato trabajo
revertante
Salmonella typhimurium Hutaclon beon Negativo Este trabajo
revertante

+

Nicotiana tabacum

Ahigado de mamlferas
Bplantas
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Tabla 3. 2 POR METIL ABINPOH (GUGATION)
organismo Prusba Activaclen Efecto

- indicador metabolica

Streptomyces coslicor Mutaciones Stn tiegat ivo Carore ot al. 1973

Salmonella typhimurium Kutacien sin Hegativo Carere ot al. 1977,
ravertante

Balmonella typhimurium Hutacién a5in Hegativo Simmon et al. 1976
revartante

Excherichia coli WP2 urvA sin Hegativo Brusick ot al. 1980

Salmonells typhimurium Recombiclén 8sin Negativo Simmon et al. 1976
witotica .

Saccharomycos ceravisiae Recomblnaclén asin Poattivo Simmon et al. 1976
mitotica

CHO K} Rompimiento @  Sin Positivo Alam ot al, 1974
intercambioa
cromoadmicoa

caoe v TeH sin Negativo Chen et al. 1982

Cultivo da Wi-38 Romplmianto e  Sin Positivo Alam y Kasatiya 1974

husanos Lntercambioa
cromoatmicon

Cultivo de liafocitos 1cH sin Negative Gomez-Arroyo ot al. 1987

humanos

Ratones Hutaclen in vivo Nagativo Arnold 1971
lotal Jorgeson et al. 1976
dominante

Umbra 1imi 1cH in vivo Negativo vigfusson ot al, 1983

Plantas c-mitoats in vivo Ponltivo arant 1973

vicia faba IcH in vive Positive Comaz=Arroyo st al. 1988

Balmonslla typhimurium Hutaclon beon Positiva Rote trabsjo
ravartante

+

Nicotisna tsbacua

fhigado de maniferce
bplnncnn
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CONJUGACION DEL tion EFECTD MUTAGENICO
INTERMEDIARLO EN ANIMALES Y EN
EL HOMBRE

ALMACENAMIENTO EN

PLANTAS ALIMENTICIAS

d
tomado par COMPUESTO INTERMEDIARIO

AGENTE 1a planta
. 3 Y70 GRUPOS DE OXIGENOS
XENOBIOTICO oo
ACTIVOS
PROMUTAGENO

me tabollsmo

UNION AL ADX U OTRO

BLANCO EFECTO MUTAGENICO
EN LA PLANTA

Y/0 FRAGMENTACION

DEL ADN

Fig. 1 Vias metabél de t bidticos en plantas,

animales y el hombre {Sandermann 1988).
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AGENTE QU IMICO EXTERNO

AGENTE QU IMICO INTERNO

>

REACCIONES DE INCORPORAGCION EN LA LIGNINA

-

REACCIONES DE TRANSFORMAC I QN ~—— DEPDSITO EN LA PARED

CONJUGACION e}. oxldaclcdn, CELULAR
reduccldn, hi-

drdlisls

VACUOLA

Fig. 2 Esquema propuesto para el metabolismo y
“excresion local” de agentes quimicos ambientales

en las células vegetales (Higashi 1988).

60



n,"c)' N \ e
NTNCTTN *cujj HO AN

noe-H N Sen
HyN7TSN7TNG HaN~ -Sn!
guanina guanina metilada

Fig. 3 Alquilacién de la guanina en el ADN
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Fig. 4 R 1 de desalquilacién por salida de CHS de
los dtomos de N, O y S en compuestos organicos
(Manahan 1992).
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Fig. 6 METIL AZINFOS O GUSATION
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Fig. 7. Mutaclonas revertantes Inducldas
por NOP en S. typhimurium TAQ8
con y sin actlvacion metaboélica
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Fig. 8. Mutaciones ravertantes Inducidas
por NOP en S. typhimurium TA100
con y sin activaclién metabdlica
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Fig. 9. mutaclones revertantes Inducidas
por Volatdn en S, typhimurium TAQ8
con y sin actlvaclon metabobilca
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Fig. 11 Mutaciones revertantes inducidas
por Gusation en S. typhimurium TAS8
con y sin actlvacion metabélica.
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£ig.12 Mutaclones revertantes inducidas
por Gusatlon en S. typhimurium cepa
TA1D0 con y sin activacion metabdlica
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