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RESUMEN
La ruda es una planta medicinal, originaria del sur de Europa, ta cual se utiliza
principalmente en enfermedades digestivas y nerviosas en el humano. A {a ruda
se le han atribuido propiedades bioplaguicidas. El presente trabajo tuvo el objetivo
de evaluar si los extractos de esta planta ejercen un efecto antigenotoxico en
células apicales de raiz de haba expuestas ai insecticida diazin6n, mediante la
evaluacion de |a frecuencia de micronicleos e indice mitdtico. Para el estudio
genotoxico se emplec una concentracion de 12 ppm (i.a.) de diazinon. Para el
ensayo antigenotoxico se manejaron 4 extractos diferentes de la planta de ruda,
extraidos con metanol, acetona, hexano y acetato de etilo, respectivamente, para
obtener las concentraciones de 500 y 1000 ppm. Los resultados mostraron que el
diazinon, a la concentracion estudiada, es un agente clastogénico, pero no afecta
ta division celular. Se encontré que la mayoria de los tratamientos (extracto +
diazinon) si actian como agentes antigenotoxicos, ya que no mostraron diferencia
estadistica significativa con respecto al testigo negativo, 10 que indica que hubo
una disminucion en el numero de celulas micronucleadas, pero también
ocasionaron una disminucion de la division celular. Las células expuestas a
extractos solos presentaron un bajo numero de micronticieos y no se vio afectada
la division celular. Es importante efectuar los estudios fitoquimicos de éstos
extractos para conocer sus principios activos y saber que componentes actuan
como antigenotoxicos, y que sustancias, en combinacién con el diazinén, actian

como inhibidores de la division celular.
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1. INTRODUCCION

La idea de emplear nuevas técnicas bioldgicas para el control de plagas y
enfermedades surge por los graves problemas de contaminacion al ambiente que
ocasionan el uso de agroquimicos; problemas que se manifiestan en las plantas
cultivadas, principalmente, en donde dichos productos influyen en una disminucion
en la produccién y ademas ocasionan resistencia de los organismos patégenos y,
por otra parte, producen efectos negativos en la salud de los agricultores
(Gutiérrez y Betancourt, 1 996)t

También se conoce que la mayoria de los agroquimicos son toxicos para los
cultivos, y se siguen usando al no tener conocimiento del dafio genético que poco
a poco van ocasionando a las plantas, lo cual trae consigo que vaya disminuyendo
ta wvariabilidad genética de esas especies vegetales y que por consiguiente
desaparezcan caracteristicas de interés agronémico para el ser humano (Garza,
1987).

El uso de las plantas medicinales que poseen propiedades plaguicidas es una
de las opciones mas viables para sustituir a los productos quimicos, ya que
pueden llegar a ser igualmente efectivas, son de origen natural y menos dafinas a
todos los seres vivos (Aguilar, 1982; Argueta, 1994; Garza, 1987; Gutiérrez y
Betancourt, 1996).

En el transcurso de su evolucion las plantas han tenido una estrecha relacion
con los organismos patégenos a nivel de sus procesos bioquimicos y fisiologicos,
y liegan a sintetizar sustancias bioactivas que de aiguna forma, ya sea directa o
indirectamente, pueden causar alteraciones en los procesos biologicos de dichos

organismos. Algunas de estas sustancias tienen caracteristicas de accion
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bioplaguicida, como son los que se presentan en la planta de ruda (Ruta
graveolens), a la que se le han encontrado propiedades bioplaguicidas debido a la
presencia de unos compuestos quimicos {lamados flavonoides (De Paula y
Martins, 2000; Duval, 1992 Echeverri, 1987; Garcia,1992; Mancebo, et al, 2000;
Mora, 1993; Sasanelli, 1995; Valadez, 1986).

A parte del poder bioplaguicida que presenta la ruda, se ha planteado la
posibilidad de que también tenga actividad biolégica como antimutageno y asi
acte como un bioprotector de los posibles dafos genéticos que pueden causar
los productos quimicos utilizados en el combate de plagas y enfermedades.

Un antimutageno es una sustancia capaz de contrarrestar o disminuir el dafio
mutagénico, independientemente de los mecanismos involucrados (Luna, 1999).

Por otra parte, un producto quimico ampliamente utilizado en México y que
combate a una gran cantidad de insectos plaga en diferentes cultivos, es el
diazinon. Este agroquimico actia contra insectos y acaros por contacto y por
ingestion; es muy téxico para peces, abejas y vida silvestre y actua sobre el
sistema nervioso central de los animales y del ser humano, alterando €l proceso
normal de los impulsos nerviosos asociados a la relacion colinesterasa/acetilcolina
(Crisanto, 1996; Lagunes y Villanueva, 1994).

Mientras que en México se sigue usando el diazinén en grandes cantidades,
tanto en la agricultura, como en la jardineria y a nivel domeéstico, en Estados
Unidos desde diciembre del afio 2000 la Agencia de Protecciéon al Ambiente
(EPA) dio a conocer un desplegado donde prohibia el uso domeéstico y en
jardineria de este insecticida, y que poco a poco se fuera reduciendo también su

uso en la agricultura, debido a los graves dafios que ocasiona tanto a animales




como a seres humanos (Environmental Working Group, 2000).

Los agentes genotoxicos son sustancias que afectan principaimente al
material genético de las células, con propiedades fisicas y quimicas que les
permiten interactuar directa o indirectamente con los acidos nucleicos y que, por lo
tanto, poseen actividad mutagénica (Sawger, 1994).

Un estudio que se utiliza frecuentemente para determinar el dano de los
compuestos toxicos es la llamada prueba de micronldcleos que se encuentra entre
los estudios que detectan rupturas a nivel de cromosomas y es considerada una
prueba sencilla, confiable y de alta sensibilidad para determinar el efecto

genotoxico de una sustancia quimica (De Marco, et al, 1988).

Desafortunadamente no se han detectado estudios experimentales que
corroboren la actividad antimutagena de la ruda en las plantas, por esta razén en
el presente trabajo se plantea realizar un estudio antigenotoxico de diferentes
extractos de ruda obtenidos con diferentes solventes para evaluar su accion como
antimutagenos de los dafnos genotoxicos ocasionados por el insecticida diazinén,
para asi tener una opcién viable de un producto natural que actue como promotor
de defensas naturales en las plantas y evite los danos que indirectamente les
causan los productos quimicos utilizados para el combate de plagas, y con esto se

podria tener una mayor confianza, al momento de usar un agroquimico.




OBJETIVOS.

Objetivo general:

1- Evaluar el efecto antigenotoxico de diferentes extractos de ruda (Ruta
graveolens), en contra del dafio cromosomico ocasionado por el insecticida
diazinén por medio de la frecuencia de microntcleos en células meristematicas de

raiz de haba (Vicia faba).

Objeti particulares:

1- Determinar el efecto genotéxico del insecticida diazin6on por medio de la
frecuencia de micronlcleos en células apicales del meristemo de raiz de haba.

2- Realizar el estudio del indice mitético en células meristemadticas apicales de
raiz de haba expuestas a la accion del insecticida diazindn.

3- Evaluar el efecto antigenotdxico de la ruda mediante la disminucion de la
frecuencia de microntcleos en células del meristemo apical de raiz de haba.

4- Obtener el indice mitdtico en las células del meristemo apical de raiz de haba

ocasionado por la accion de los diferentes extractos de ruda.

HIPOTESIS.
Si los extractos de ruda poseen capacidad antigenotoxica, entonces seran
capaces de disminuir la frecuencia de micronucleos producidos por el insecticida

diazinon.




2. REVISION DE LITERATURA.
2.1. GENERALIDADES DE LA RUDA.

2.1.1. REQUERIMIENTOS AMBIENTALES.

La ruda es originaria del sur de Europa (region del mediterraneo). Su habitat
es zonas templadas, calidas, semicalidas y semisecas, de los 10 hasta los 2750
msnm. Tiene una distribucion cosmopolita, asociada a la selva tropical caducifolia,
subcaducifolia, perennifolia, matorral xerofilo, bosque de encino y de pino. Se
desarrolla mejor en una temperatura que va de los 15 a 30 °C, requiriendo una
humedad relativa det 70%, y una precipitacion anual de 600 a 1200 mm. El suelo
en el que mejor se desarrolla esta planta es uno de textura franca con un pH de

6.5 a 7.5 (Aranda, 1996; Argueta, 1994; Gutiérrez y Betancurt, 1996).

2.1.2. DESCRIPCION BOTANICA.

Planta herbacea perenne de 50 a 90 cm de altura, raiz fibrosa ramificada de
coloracion amarillenta palida, con tallos redondos, erectos y follaje verde-azuloso,
y con aroma fuerte. Sus hojas son compuestas bi-tripinadas, alternas, glatras,
oblongas de § a 10 cm de largo, segmentadas, elipticas, de 1 a 1.5 cm de largo,
con puntas glandulares, transiucidas, pecioladas. Sus flores estan en cimas
terminales de color amarilio, flores bisexuales, caliz de cuatro sépalos, verdes,
corola de cuatro pétatlos, timbrados, de 6 a 8 mm de largo; los frutos son carnosos
de forma de drupa o capsula lobada que a! madurar se abren en cuatro partes,
empezando en la punta, hasta la mitad (Aranda, 1996; Argueta, 1994; Cabrera,
1992; Martinez, 1994).




2.1.3. CLASIFICACION TAXONOMICA.

Reino: Vegetal

Subreino: Embryophyta

Division: Spermatophyta

Clase: Angiospennae

Orden: Geraniales

Familia: Rutaceae

Geénero. Ruta

Especie: graveolens (Martinez, 1992)

2.1.4. REPRODUCCION.

La reproduccién sexual se realiza por medio de polinizacion con ayuda de los
insectos. Las semillas llegan a presentar un 90% de germinacién (Gutiérrez y
Betancurt, 1996). Se puede propagar asexualmente por medio de esquejes
presentando un 85% de enraizamiento (Argueta, 1994; Gutiérmez y Betancunrt,

1996).

2.1.5. USO MEDICINAL.

El uso de la ruda data desde el siglo XVI y se empleaba para disminuir la
fiebre, dolor de rifion, de pecho e inflamacion de la garganta. En diversos estados
del centro y norte del pais como Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Baja California, el
principal uso de la ruda es para tratar problemas en el estomago, también es
empleada para aliviar el dolor de oido o contra enfermedades nerviosas, vértigos,

gripa, tos, artritis, varices, heridas leves, reumatismo y gota. Es iguaimente util
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para ulceras, llagas, lavado bucal y como locion para el cuero cabelludo, ademas
se emplea para regular cdlicos menstruales, ayudar en el parto y estimular la
produccion de leche. También se emplea el triturado de hojas para eliminar
verrugas, mezquinos, parasitos (lombrices y piojos) y para el “mal de aire”

(Aranda, 1996; Argueta, 1994; Bayteiman, 1993; Cabrera, 1992; Martinez, 1994).

2.1.6. USO POTENCIAL COMO BIOPLAGUICIDA.

Se evaluaron trece especies vegetales contra {a mosca doméstica (Musca
domestica L.) en su tercer estadio larvario, encontrando que la ruda tuvo una
efectividad del 79% de mortandad, contra la mosca, a una concentracién del 40%
de hojas pulverizadas (Ahmed, et al,1981).

En un estudio se probd la actividad insecticida de extractos de semilla de
algunas especies vegetales en contra de la abeja negra del haba y el desarrolio
bacteriologico intestinal de la abeja, obteniendo que el extracto de ruda ocasiona
una inhibicién bacterial y una mortandad de! 100% en la abeja negra y no se
presentaron efectos fitotoxicos en el haba (Salem, 1983).

Se realizé un trabajo donde reportan que un extracto acuoso de hojas y tallos
de ruda inhibieron el crecimiento de algunas especies de Xanthomonas. Cuando
se probaron los extractos obtenidos a partir de la ptanta con agua, todos formaron
halos de inhibicion en Xanthomonas campestrnis pv. phaseoli, X. c. pv. begoniae y
X. c. pv. campestns. La efectividad de los extractos se hizo en base al desarollo y
diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano (Garcia, 1992).

En un ensayo sefalan que los extractos de hoja y raiz de Ruta graveolens

presentan una actividad nematostatica en contra de Heterodera schachtii
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(Sasanelli y D°Addabbo, 1992a). Los mismos autores (1992b) indican que
extractos acuosos de hojas de ruda tuvieron un alto efecto nematicida contra
Xiphinema index in vitro. Observaron que la mortandad del nematodo se
incrementa con respecto a la concentracion de los extractos de hoja y al tiempo de
exposicion. También, estos autores (1993a) encontraron que la ruda utilizada
como abono verde disminuye la densidad de poblacion del nematodo de
Meloidogyne javanica, asi mismo sefalan (1993b) que un extracto de hoja de ruda
actua como nematicida en contra de otras especies del! género Meloidogyne.
(Sasanelli y D'Addabbo, 1992b)

En otro trabajo se menciona que en el caso de las extracciones a partir de
ruda y aplicadas a Xanthomonas campestris pv. phaseoli, ésta fue inhibida en
mayor parte por las extracciones hechas con acetona y hexano (Mora, 1993).

En un cutltivo hidroponico de Lycopersicum esculentum se aplicé un extracto
de ruda a una concentracion de 0.8 mg/mi. La aplicacién se efectuc de dos
maneras, por aspersion foliar para controlar insectos y por via radicular para
prevenir el ataque de hongos y bacterias. El extracto de ruda que se utilizé por via
radicular tenfa el objetivo de inducir en las plantas la produccion de fitoalexinas.
Los resuitados obtenidos indican que hubo repelencia en contra de los insectos y
no se presentaron problemas de hongos y bacteras (Arango, 1994).

Se realizé un trabajo aplicando un extracto de ruda por via radicuiar a una
concentracion de 0.0043 g/ml con la finalidad de generar defensas y prevenir
enfermedades en plantas de fresa (Fragana vesca) y pimiento (Capsicum annum).
Los resultados obtenidos indicaron que no hubo presencia de enfermedades en

los cultivos durante todo su ciclo de vida (Bonilla, 1954).
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En un estudio de extractos vegetales encontraron que la rutina (un compuesto
quimico del extracto de hoja de la ruda) no actio como nematicida en contra de
Heterodera schachtii, por lo cual concluyeron que es otro compuesto de la planta
el que actua como nematicida. (Sasanelli y D'Addabbo, 1995).

Se publicé un trabajo donde se afiiTha que los extractos de ruda tienen un
prometedor uso agricola como nematicida para controlar diferentes especies del
género Meloidogyne y Heterodera schachtii (Sasanelli, 1995).

insunza (1995) menciona que algunos investigadores obtuvieron buenos
resultados utilizando la ruda como nematicida, ya que obtuvieron un 100% de
control en la poblacion de nematodos de Ditylenchus dipsaci.

Al realizar un estudio, se concluyé que el extracto de ruda incorporado at
suelo disminuye los daflos causados por Xanthomonas campestns pv. begoniae,
al observarse una infeccion de menos del 10% en la planta de la begonia (Barrios,
199856).

Al efectuar un experimento Walker (1995) concluyé que ia ruda es resistente
al ataque del nematodo “nudo de raiz” (Meloidogyne incognita) a! permanecer sus
raices sanas cuando fueron expuestas a dicho patogeno.

En una investigacion califican a la ruda como un herbicida natural al disminuir
en gran porcentaje la germinacion de las semillas de Portulaca oleraceae, ademas
de dafar la radicula de aquellas plantas que llegan a germinar (Aliotta, et al,
1996).

Probando a la ruda contra Meloidogyne incognita se observé que si hay una

actividad nematicida por parte de la planta. (Mareggiani, et al, 1997)
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Se evalud un extracto de ruda en donde previamente la pianta fue secada,
filtrada y pulverizada sobre pilantas de frijol, encontrando que la ruda tiene un
efecto insecticida en adultos de Bemicia tabaci (Gomez, et al, 1997).

En una prueba se concluye que la ruda, en especial sus hojas, tiene una gran
actividad nematicida contra varias especies de los géneros Globodera,
Heterodera, Meloidogyne y Xhifinema (Sasanelli, 1997).

Se experimentd con un tamizado general de |a ruda a una concentracion del
1% detectando que causaba un efecto inhibidor en larvas de Hypsipyla grandeila.
(Mancebo, 1998).

Cientificos evaluaron los aceites esenciales de la ruda para demostrar su
repelencia en larvas de la polilla mimosa (Cydea pumonell) que ataca at fruto del
manzano (Landolt, et al, 1999).

Se encontré a la ruda con actividad fungistatica en el control de Fusarnium
solani, Trichoderma viridi, Penicillium spp, Verticillum dahliae, Thiclarniopsis

bassicola (Oliva, et al, 1999).

2.2. GENERALIDADES DE LOS INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS
El origen de los compuestos quimicos organofosforados data de 1820, cuando
Lassaigne estudia por vez primera las reacciones de un alcohol con acido
fosférico. Durante 1854 Clemont prepar6é pirofosfato de tetraetilo (TEPP) por
calentamiento de sal de plata con cloruro de etilo (Cremiyn, 1995; Morifusa, 1997;
Restrepo, 1992).
Durante |la Segunda Guerra Mundial, los técnicos alemanes ;ancargados del

estudio de materiales que podrian ser dtiles en |la guerra quimica, descubrieron y
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sintetizaron una gran cantidad de compuestos organofosforados. De esta manera
Saunders, en Inglaterra, obtiene fluoruro tetrametilfosforodiamidico o dimefox
(DFP) mientras que Schrader en Alemania trabajando en este tipo de compuestos,
descubre gases nerviosos altamente toxicos y, posteriormente en 1837, encuentra
en algunos organofosforados propiedades de insecticidas de contacto. Durante
1941 Schrader y colaboradores preparan la pirofosforarmmida de octametilo
(OMPA), a la que dan el nombre de Schradan, que fue reconocido como el primer
insecticida sistémico, sin embargo, éste es altamente téxico a los mamiferos. Al
mismo tiempo €l descubre otros productos insecticidas incluyendo al llamado
"Bladan" que contenia tetraetil pirofosfato (TEPP), el cual fue registrado en
Alemania en1944 (Morifusa, 1997).

Con los trabajos hechos en el campo de {a agricultura comprobaron que
muchos de los compuestos organicos del fosforo presentaban toxicidad elevada
contra insectos perjudiciales. La mayoria de los organofosforados actuan como
fumigantes y de accién estomacal, pero también se encuentran varios sistémicos
que cuando se aplican al suelo o al follaje circulan en la savia haciéndola toxica
para los insectos que se alimentan de ella. Los primeros compuestos
organofosforados utilizados como insecticidas pertenecen al tipo de ésteres
sencillos del acido fosforico tales como el TEPP y otros, a los que se agregd
despues el paration, que a pesar de su antigiedad sigue siendo de uso comun en
todo el mundo (Lagunes y Villanueva, 1994; Restrepo, 1992).

Los organofosforados tiene dos caracteristicas basicas:

« Son menos toxicos para vertebrados que los compuestos organoclorados.



14

= No son persistentes en el medio ambiente, principal causa que motivo
{a sustitucion en el uso de los organoclorados por los organofosforados (Lagunes y
Villanueva, 1994).

Los organofosforados inhiben aparentemente la accion de varias enzimas,
pero la actividad mas importante in vivo es contra la enzima colinesterasa que se
encuentra en el tejido nervioso de los animales y cuya funcién es interrumpir la
transmision de los impulsos nerviosos. La inhibicion de la enzima colinesterasa por
los insecticidas organofosforados impide ia destruccién de |a acetilcolina, la cual al
no ser eliminada produce una actividad continua entre las neuronas, con {a
consecuente pérdida de coordinacion nerviosa, esto produce finaimente la muerte
del insecto y mamiferos en general (Cremlyn, 1995; Lagunes y Villanueva, 1994;
Restrepo, 1992).

Para conocer un poco mas de la toxicidad de los organofosforados, en
comparacion de otros insecticidas, en la tabla 1, se presentan las siguientes dosis

letales.
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Tabla 1. Dosis letal media (DLso) oral aguda (OA) en rata, de algunos insecticidas

organofosforados.
PRODUCTO DLS0 OA
(mg Kg™ de rata)
Cianuro de sodio 10
Avermectina 10
Suffato de nicotina 50-91
| Cipermetrina 247
Organofosforados: 1-2
4-7
TEPP 7
mevinfos 9-42
paration 108-205
paration metilico 225-740
diazinén 885-2800
fention 11254000
malation
stirofos

Fuente: (Lagunes y Villanueva, 1994).

Al comparar la toxicidad de insecticidas organofosforados con toxicos
naturales, se encuentran varios de los ultimos mucho mas toxicos que algunas
sustancias insecticidas. Sin embargo, dentro de los organofosforados existe un
intervalo muy amplio de toxicidad. La amplitud de este intervalo de toxicidad
también se puede apreciar en la amplia gama de usos de este grupo de
insecticidas, como son:

1) De amplio espectro de actividad: paration metilico, fention, diazinén
2) Sistémicos para vegetales: demeton, disulifoton, dimetoato

3) Sistémicos para animales: triclorfon, crufomato, famfur, coumafos
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4) De corta vida residual: mevinfés, TEPP, naled (Lagunes y Villanueva, 1994)

2.3. GENERALIDADES DEL INSECTICIDA DIAZINON
El insecticida diazin6n es un organofosforado, su nombre quimico es 0,0-dietil
0-(2-isopropil-6-metil-4-pirimidinil) Fosforotioato, presenta la formula molecular:
C12H21N202PS, y su estructura quimica se muestra en la figura 1. Es un insecticida

que actua por contacto, es de uso agricola, pecuario, en jardineria y urbano.

s

(EnO)zl: — O \

N\'7
Pr

Figura 1: Estructura quimica del diazindn.

Me

Fuente: (Roberts y Hutson, 1999)

Tiene un peso molecular de 304.3 g/mol, presenta una alta solubilidad en
agua (60 mg | ™ -20 °C), la presion de vapor es de 1.2 x 10 ™ Pa (25 °C), su punto

de inflamacion es de 180 °F, pertenece a la familia de los fosforotioatos.
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El diazinén presenta propiedades fisicas como ser una sustancia incolora,
con un 90% de pureza y miscible con etanol, acetona, xileno, y soluble en
petroleo.

En cuanto a su incompatibilidad se recomienda no mezclar con productos de
fuerte reacciéon alcalina ni con fosmet, acefate, metamidofos, triclorféon, anilazina,
maneb y zineb (Andnimo, 1994; Crisanto, 1996; Cornell University, 2000; IchSC,
1997; Montgomery, 1997; Novartis, 1999; Roberts y Hutson, 1999; Rossentein,
2000).

En México, el diazindn se consigue con los nombres comerciales de Basudin
25E, Basudin 4% G, Basudin 40 PH, Basudin 60CE, Diazinon 25E, Diazinén
25CE, Diazinén Dragon 25E, Diazindn Técnico 95, Diagran §% G, Diatox 25%CE,
Diazo! 25 CE, Diazol 60CE, Diazol SOEW, Diazol Técnico, Fitoterra D, Granudin
4G, Hercules 5G, Horta 25 Tridente, Thor §G,Indio 2.5% PLV, Tantor 5G, Velsidol
25 CE, Velsidol 40PH (Crisanto 1996; Hayes y Laws, 1991; Rossenstein, 2000;
SARH, 1988).

El insecticida se usa con las formulaciones de aerosol, polvo, granulado,
tiquido, polvos humectables, soluciones emulsivas y concentradas (Cormell
University, 2000; EPA, 2000; Montgomery, 1997; Rossenstein, 2000; SARH,
1988).

El diazinon se puede encontrar en formulaciones con una variedad de otros
pesticidas tales como ilas pyretrinas, landano y disulfotén (Comell University,
2000). También se recomienda en mezcla con carboxin y lindano para el

tratamiento de semillas (Rossenstein, 2000).
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Diazindn es un insecticida con cierta accion acaricida de contacto y muestra
una actividad residual bastante buena, también es lo suficientemente volatil como
para ser activo contra las moscas. Es de uso agricola, pecuario, doméstico, en
jardineria y en los granos almacenados. Es efectivo contra un buen namero de

plagas del suelo en frt omamental hortali nematodos, en tabaco,

forraje, pastizales. También se utiliza para plagas domeésticas como cucarachas y
en el tratamiento de semillas (CICOPLAFEST, 1998; Crisanto, 1996; Rossenstein,
2000; SARH, 1988).

Asi mismo, se aplica al follaje principalmente para combatir chicharritas,
minadores de la hoja, mosca blanca, puiga saltona y arafia roja (CICOPLAFEST,
1998; Crisanto, 1996; Rossenstein, 2000; SARH, 1988).

El diazinon, al igual que todos los organofosforados, actaa sobre ia enzima
colinesterasa, de insectos y mamiferos, que es esencial para el control de la
transmision del impulso nervioso. (Buffin, 2000; Comell University, 2000; Lagunes
y Villanueva, 1994; Red de Accion en Plaguicidas de Chile, 1998).

De acuerdo a la clasificacion de la Organizacién Mundial de Salud (OMS)
(1986) el diazinobn pertenece a la categoria (I (altamente téxico) ¢ I
(moderadamente toxico) variando de acuerdo a su presentacion, que puede ser en

polvo, soluciones, granulados, polvo humectante o microcapsulado.
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2.3.1. CULTIVOS AGRICOLAS DONDE SE UTILIZA EL DIAZINON EN

MEXICO

Los cuitivos agricolas en donde se utiliza el diazinbn en México se presentan

en la tabla 2 (CICOPLAFEST, 1998; Rossenstein, 2000; SARH, 1988).

Tabla 2. Cultivos agricolas donde se utiliza el diazinon.

CULTIVOS HORTICOLAS

PLAGAS FORMULACION] Dosis/ ha
(%)

AJO
-Minador de la hoja (Linomyza spp). Concentrado 1—15
-Trips (Trips tabaci), (Aelothrips major), (Frankliniella] emulsionable t/Ha
occidentalis). (CE) 25 %
APIO
-Araria roja (Tetranychidae). CE 60 % 0.5 WHa
-Chinche lyngus (Lyngus spp).
-Pulgones (Aphididae).
BROCOLI
-Chinche arlequin (Murgantia histriénica). CE 60 % 0.5 —-0.65
-Pulga saitona (Phyillotreta spp). t/Ha
-Pulgéon de la col (Brevicoryne brassicae). CE 25 % 1~-1.5ittHa
CALABACITA
-Chicharritas (Empoasca spp). CE 60 % 0.5 —-0.65
-Mosquita blanca (Aleurothrixus floccossus), t/Ha
(Trialeurodes packordi).




-Pulga verde (Acyrthosiphon pisum).

-Diabroticas (Diabrotica indecimpunctata). CE 60 % 0.4 —-0.6
it/Ha

-Minador de la hoja (Lifomyza pusilla). CE25% {1-1.51WHa

L

CEBOLLA

-Chinche lyngus (Lyngus lineolans). (CE)25% |1 - 1.5Ha

-Trips (Trips tabaci), (Aelothnips major), (Frankliniella

occidentalis).

-Minador de la hoja (Linomyza spp). (CE) 25 % 1 IVHa

-Gusano de la cebolla (Hylemya antigua).

COLIFLOR

-Chinche arlequin (Murgantia histrionica). CE 60 % 0.5 -0.65
t/Ha

COL Y COL DE BRUCELAS

-Chicharritas (Empoasca spp). CE 57 % 0.6 —-08

-Chinche arlequin (Murgantia histrinica). Ha

-Diabroticas (Diabrotica indecimpunctata).

-Pulga salitona (Phyliotreta spp).

-Pulgén de la col (Brevicoryne brassicae).

-Mariposa blanca de la cot (Pien's rapae), (Leptophobia

anpa).

CHICHARO

-Arafia roja (Tetranynchus spp). CE 60 % 0.5-0.65

-Trips (Frankliniella spp). YHa

-Chicharritas (Empoasca spp). CE 50 % 0.5 -0.65
VHa

-Minador de la hoja (Linomyza pusilla). CE25% ]1—1.51tHa

CE 60 % 0.4—-05

it/Ha




CHILE

-Minador de la hoja (Linomyza spp). CE 25 % 1- 1.5 WHa
-Mosquita blanca (Trialeurodes vaporarnium). CE 60 % 0.5 —-0.65
-Pulga saltona (Chaetoenema spp), (Epitnx spp). t/Ha
FRESA

-Arana ciclamina (Stenotarsonemus pallidus). CE 25 % 4 -5 WtHa
-Mosquita blanca (Traleurodes packardi). CE 25 % 3 — 4 iHa

-Pulgones (Pentatrichopus fragaefolii), (Pentatrichopus CE 25 % 2 -4 it/Ha
jabobi).

-Trips (Trips spp). CE 25 % 2—-3 WHa
JITOMATE
-Chicharrita (Eutettix tenelius). CE 25 % 1-1.5ittHa

-Diabrotica (Dniabrotica varigata).
-Pulgones (Aphididae).
-Trips (Frankliniella trtici).

-Mosquita blanca (Trialeurodes vaporanum). CE 25 % 156—-20
WHa
-Pulga saltona (Epitrix spp), (Chaetoenema spp). CE 25 % 1 t/ha
-Minador de la hoja (Linromyza munda). CE25% [0.5—1{Ha
-Chinche pequena del tomate (Dicyphus minimus). CE25% 1.2-16
-Chinche brincadora (Halticus spp). WHa

LECHUGA

I-Pu!gones (Pulgén myzus). | CE 25 % |1 - 1.5 M'lnl




MELON

-Minador de la hoja (Liffomyza spp). CE25% |1—1.51ttHa

-Pulga safltona (Epitrix spp).

-Mosi;uita blanca (Bemicia tabaci), (Trialeurodes 25 % 1.2-16

vaporarium). tHa

-Pulga del melon (Aphis gossypii). CE 25 % 1-125
IVHa

PAPA

-Chicharritas ( Empoasca spp). CE 60 % 0.5 - 0.65

-Mosquita blanca (Trialeurodes vaporarium). WHa

-Pulga saltona (Epitrix cucumeris).

-Pulgbén (Macrosiphum solanipholii).

PEPINO

-Minador de la hoja (Linomyza pusilla). CE 25% 1-1.5Ha

SANDIA

-Minador de la hoja (Lirfomyza pusilla). CE25% |1—1.5tHa

-Mosquita blanca (Bemicia tabaci), (Trialeurodes CE 60 % 0.65 - 0.65

vaporarium). tHa

-Pulga saltona (Epitrix spp).

-Pulgon del meldn (Aphis gossypii). CE25% 1—-1.25
t/Ha

CULTIVOS BASICOS

FRIJOL

-Chicharritas (Empoasca spp). CE 25 % 1-125
t/Ha

-Diabrotica (Diabrotica balteata). CE 60 % 04-06




-Mosquita blanca (Trioleurodes vaporarium). CE 60 % 02-04
t/Ha

-Mosaquita del frijol (Hylemia alicrura). CE 25 % 1 WHa

-Trips (Caliotrips phaseoli), (Hercotrips phaseoli),

(Frankiinielia spp.).

-Minador de la hoja (Liromyza spp). CE 25 % 1— 1.5 WHa

-Picudo del ejote (Apioh godmani).

MAIZ

-Chapulines (Brachystola magna), (Melanoplus spp), Polvo 2 % 20 - 25

(Speriarium spp). kg/Ha

-Puigdn del cogollo (Rhopalosiphum maidis). CE25% |1 - 1.5WHa

-Pulgon del foliaje (Schizaphis graminium).

-Chicharritas (Dal/bulus elimatus), (Dalbulus maid:s). CE 25 % 1—125

-Trips (Frankliniella occidentalis), (Frankliniella williansi). WHa

-Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). Granular 14 8 kg/Ha

%o

SORGO

-Barrenador del talio (Zeadiatraca grandiosella). CE 60% 0.75—-1.25
WHa

-Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). Granular 14 8 kg/™a

%
-Mosquita de la panoja o midge (Contarina sorghicola). CE25 % 1 WHa
-Pulgon del cogollo (Rhopalosiphum maidis). CE25% [|1—1.51t/Ha

-Pulga del follaje (Schizaphis graminum).




SOYA
-Trips negro (Hercothrips phaseoli). CE 25% 1.2—-16
t/Ha
TRIGO
-Pulgén del follaje (Schizaphis graminum). CE 60% 0.5 WHa
"CULTIVOS FORRAJEROS
ALFALFA
-Chicharritas (Aceratogalia curvata), (Empoasca CE 25% 1 - /Ha
abrupta).
-Pulgén manchado (Theriaphis maculata). CE25% [1—1.5It/Ha
-Pulgoén verde (Acyrthosiphon pisum).
CULTIVOS INDUSTRIALES
ALGODONERO
-Pulgon del algodon (Aphis gossypii). CE 25% 1-1286
tHa
CACAHUATE
-Chicharritas (Empoasca spp). CE 25% 1.5 -~ 2 WHa
-Trips (Frankliniella spp).
-Doradilla o diabrotica (Diabrotica spp). CE25% J1—1.51WHa
CAFETO
-Minador de la hoja (Leucoptera coffeella). CE 57% 0.75 -1
/Ha
CANA DE AZUCAR
-Pulgon amarillo (Sipha flava). CE 25% 0.3 WHa
TABACO
-Mayate prieto (Tenebrio oscurus). CE 25% 1.5 WHa




-Mosquita blanca (Bemicia tabaci). CE 60 % 0.5-0.65
t/Ha

-Pulga saltona (Epitrix hortipennis). CE25 % 1 /Ha

FRUTALES

CIRUELO I

PLAGAS FORMULACION DOSIS/
(%) 100 it DE

AGUA

-Escama de San José (Quadraspidiotus CE 25% 150 — 200

pemiciosus). cc/100

-Frailecillo (Macrodactylus spp).

CITRICOS

-Escama roja de california (Aonidiella aurantii). CE 25% 125 — 200

-Escama roja de florida (Chrysomphalus aonidium). <cc/100

-Escama amarilla (Aonidiella citnina).

-Escama purpura o escama ostion (l.epidosaphis beckii).

-Piojo harinoso (Planococcus citni). CE 25 % 200 cc/100

-Pulgdén negro (Toxoptera aurantii). CE 25 % 150 — 200

-Pulgon del algodén (Aphis gossypii). cc/100

DURAZNO

-Escama de San José (Quadraspidiotus pemiciosus). CE 25% 150 —- 200
cc/100

MANZANO

-Escama de San José (Quadraspidiotus permiciosus). CE 25% 200 cc/100

-Pulgon lanigero (Eriosoma lanigerum).

-Pulgon verde del manzano (Aphis pomi).

NOGAL PECANERO

-Barrenador de la nuez (Acrobasis coryae). CE 25% 350 cc/100




-Bamrenador de las hojas (Acrobasis jungladis). CE25 % 150 cc/100
-Chinche manchadora (Dysdercus spp). CE 25 % 250 — 350
cc/100
-Gusano tejedor o gusano de la bolsa (Hyphantria CE 25% 350 ¢cc/100
cunea).
-Pulgén amarilio (Monellia catallis). CE 25 % 150 — 200
-Puigén negro (Melanocallis caryaefoliae). cc/100
PERAL
-Escama de San José (Quadraspidiotus pemiciosus). CE 25% 200 cc/100
-Pulgén lanigero (Erfosoma fanigerum).
-Pulgén verde del manzano (Aphis pomi).
PINA
PLAGAS FORMULACION| Dosis / ha
(%)
-Piojo harinoso (Dysmicoccus brevipes). CE 60% 0.75—-1
tVHa
PLATANO
-Trips (Frankliniella parvula). Polvo 1.5-20
humectable Kg/100
25%
VID
-Chicharrita de la vid (Dikrella cackerelli), (Erythroneura CE 25% 1.8 - 3 wHa
comis).
-Pulgén (Aphis illinoisensis). CE25% {1-—1.5WHa
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(Prodenia spp), (Feltia spp), (Euxoa spp).
-Griflo de campo (Gryllus assimilis).

PLAGAS EN EL SUELO FORMU | Dosis / | OBSERVACIONES
LACION ha

-Galllina ciega (Pyllophaga spp), Granular 25 Dosis

(Anomala spp), 4 % kg/Ha {recomendadas para

(Ciclocephala spp), (Macrodactylus spp) la aplicacion en

-Gusano de alambre Varias especies de banda al momento

Elateridae. de ia siembra.

-Diabrotica o gusano alfilerillo (Diabrotica

spp). Para la aplicacién
total emplear la
cantidad
proporcional del
insecticida.

-Hormiga arriera (Afta mexicana), (Atta Polvo 2 30 La aplicacion debe

cephalotes), % g/hormig | hacerse  alrededor

(Atta texana). uero de la boca del
hormiguero

-Gusanos trozadores (Agrostis spp), Granular| 10 — 12 |Aplicacion a la base

(Peridroma spp), 14 % kg/Ha Jde las plantas.

2.3.2. RESIDUALIDAD DEL DIAZINON EN LAS PLANTAS CULTIVADAS

£l empleo de plaguicidas en los cultivos o en productos destinados al consumo

humano o animal, ocasiona que con frecuencia, queden residuos en el producto

cosechado o en otra fase determinada. Ademas, un plaguicida puede desplazarse

del lugar en que se aplicé y permanecer durante algun tiempo en cuaiquier parte

del ambiente (Anaya, 1992).
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La facultad de un plaguicida de permanecer en el medio se ha considerado de
vital importancia en el control de plagas y enfermedades, pero al mismo tiempo,
esta caracteristica entrafa un riesgo téxico inherente al producto empleado, sea
cual fuere el mismo. Esta toxicidad y sus consecuencias inmediatas o remotas,
han sido objeto de muchos estudios (Anaya, 1992).

El residuo de plaguicida se define como cualquier sustancia especificada
presente en alimentos, productos agricolas o alimentos para animales como
consecuencia del uso de un plaguicida. El término incluye cualquier derivado de
un plaguicida, como productos de conversion, metabolitos y productos de
reaccion, y las impurezas consideradas de importancia toxicolégica (Codex
Alimentarius, 1994).

El Limite Maximo Residual (LMR) se define como |la concentraciéon maxima de
residuos de un plaguicida (expresada en mg/kg), recomendada por la Comision
del Codex Alimentarius, para que se permita legalmente su uso en la superficie o
la parte interna de productos alimenticios para consumo humano y de piensos.

Los LMR tienen por objeto lograr que los alimentos derivados de productos
basicos que se ajustan a los respectivos LMR sean toxicologicamente aceptables
(Codex Alimentarius, 1994).

£l diazindn tiene una persistencia baja en el suelo, con un periodo que va de
2 a 4 semanas, dependiendo de las condiciones del suelo. Se puede filtrar hasta
1.3 cm de |la superficie del suelo, pero en algunos casos puede moverse a través
del suelo y contaminar aguas subterrdaneas (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, 1997; Comell University, 2000).

La descomposicién del diazinétn en el agua varia dependiendo del pH, a un
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pH = 5 se descompone en 12 dias y a un pH = 7 dura hasta 138 dias (An6nimo,
2001).

En las plantas, una baja temperatura y un alto contenido de aceite tiende a
incrementar la persistencia del diazin6n. Generalmente la vida media es rapida en
vegetales frondosos, cuttivos forrajeros y pastos, con un rango de 2 a 14 dias. En
plantas de arroz tratadas con diazinén sélo el 10% de residuos se presenté
después de 9 dias (Comell University, 2000; GTI, 1995).

Se recomienda dejar tiempo entre el momento de la ultima aplicacion y et
consumo de los productos vegetales en un periodo que varia de 1 a 21 dias
(Andnimo, s.f.), ya que se han encontrado residuos del insecticida a los 20 dias
después de la uitima aplicacion en frutas como la pera, fresa y hortalizas como el

jitomate, haba y soya (Buffin, 2000).
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Tabla 3. Limite Maximo Residual permitido para el diazin6n en diferentes cultivos

agricolas en México.

Fuente: (CICOPLAFES

CULTIVO LIMITE MAXIMO INTERVALO DE
. RESIDUAL (LMR) SEGURIDAD (EN DIAS)
(ppm)

AJO 0.75 10
APIO 0.7 10
BROCOLI 0.7 5
CALABACITA 0.75 7
CEBOLLA 0.75 10
COLIFLOR 0.7 14
COL Y COL DE 0.7 7
BRUSELAS
CHICHARO 0.5 21
CHILE 0.5 5
FRESA 0.5 5
JITOMATE 0.75 1
LECHUGA 0.7 14
MELON 0.75 3
PAPA 0.1 35
PEPINO 0.75 7
SANDIA 0.75 3
FRIJOL 0.5 7
MAizZ 07 Sin limite
SORGO 0.75 7
SOYA 0.1 7
TRIGO y CEBADA 0.05 7
ALFALFA 40 alfatfa fresca Sin limite
ALGODONERO 0.2 14
CACAHUATE 0.75 28
CAFETO 0.2 10
CANA DE AZUCAR 0.75 28
TABACO Sin limite 21
CIRUELO 0.5 20
CITRICOS 0.7 21
DURAZNO 0.7 20
MANZANO 0.5 14
NOGAL PECANERO 0.5 No aplicar despuds de que el pericarpio ha
PERAL 0.5 omeezado & sbrirse 14
P:Sl:\ 0.5 30
PLATANO 0.2 .
VID 0.75 Sin limite

15 CON
FALLA DE ORIGEN

T

T, 1998; SARH, 1988)
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En una prueba se reporté un andlisis quimico de 796 muestras de fresa
provenientes de Guanajuato y Michoacan en el periodo 1980-1984, donde se
obtuvo que 574 no presentaron residuos y en 222 muestras se les encontraron 11
plaguicidas organoclorados y 15 organofosforados, entre éstos al diazinén
(Crisanto, 1996).

En otro estudio se encontraron residuos del insecticida diazinon en muestras de
jitomate y pepino, donde las cantidades detectadas estan arriba det limite maximo
de residuos establecido por la Direccion General de Sanidad Vegetal observando
sus rangos para diazin6én de 1.9 a 33.2 ppm (Crisanto, 1996)

La mayoria de la contaminacién del diazinén viene del uso agricola y de ia
aplicacion en casa para controlar insectos, también puede entrar en el ambiente
durante el proceso industriat. Cuando se rocia en las cosechas y plantas, pueden
irse particulas tan pequerias del quimico lejos del campo o patio antes de caer a la
tierra. Después de que el diazindn se ha aplicado, puede estar presente en la
tierra, aguas de la superficie y en la superficie de las plantas. En el ambiente, el
diazinbn es rapidamente descompuesto por otros quimicos. Puede moverse a
través de la tierra y contaminar el agua (Agency for Toxic Sustances and Disease
Registry, 1997).

En Dzidzantan, Yucatan, se aplican varios insecticidas: endosulféan, tamarén y
diazinon. Este aftimo posee la vida media mas larga: doce semanas, y los residuos
pueden acumularse en suelo y agua. Se determinaron y cuantificaron los residuos
del insecticida diazindn en el agua subterranea de dos comunidades horticolas. Se

encontraron residuos del diazinbn a nivel traza, principalimente durante (a
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temporada de lluvias. Esto indica que la naturaleza carstica del suelo, aunada a las
descargas pluviales, coadyuva a la filtracion del insecticida hacia el manto acuifero
(Chab y Cobos, 2000).

Al realizar un estudio sobre residuos, se determinaron siete niveles de
insecticidas organofosforados, basandose en las ventas de registro del ano, entre
ellos el diazin6n. Los residuos del diazinon se detectaron a niveles desde 1 a
7.785 mg/kg en suelos sembrados. Asi mismo, fue encontrado en zanjas de agua
con una concentracion promedio de 0.07 mg/l, esto es un gran problema debido al
impacto potencial sobre los organismos acudticos de estos insecticidas
organofosforados, (Crisanto, 1996).

Al levar a cabo un monitoreo de 317 muestras de alimentos, se detecté uno o
mas plaguicidas, siendo los mas frecuentes malation, clorpirifos metil, diazinon y
clorpirifés, los cuales representaron el 77% de todos los residuos detectados, tabla

4, (Crisanto, 1996).

Tabla 4. Plaguicidas detectados en alimentos.

No. MUESTRAS

PRODUCTO RESIDUOS ENCONTRADOS
CON RESIDUOS RANGO MEDIA
- malation 232 -as.1 0.05
- clorpirifés metil 103 -as5.1 0.03
- diazinén 45 0.38 0.03
- clorpirifés 32 -0.79 0.02
Fuente: (Crisanto, 19986).
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2.3.3. TOXICIDAD DEL DIAZINON EN HUMANOS Y ANIMALES

El efecto toxicologico del insecticida se clasifica como ligeramente toxico a
moderado téxico, dependiendo de la formulacidn. Algunas formulaciones del
compuesto se pueden degradar a formas mas téxicas. Esta transformacion puede
ocurrir en el aire, particularmente en presencia de humedad y por radiacion UV. El
diazinbn es altamente toxico a fos pajaros, abejas y otros insectos benéficos.
También es attamente téxico a los peces de agua dulce, como las truchas. Se ha
encontrado que es 100 veces mas téxico a ios pajaros que a los mamiferos. La
toxicidad del pesticida también puede variar grandemente entre una especie de
pajaro y otra. La exposicion repetida al pesticida ha lievado a efectos letales como
adeigazamiento de la cascara de huevo, reduccion de peso y disminucion de la
poblacion joven en una gran variedad de especies (American Bird Conservancy,
s.f.; Cornell University, 2000; EPA,2000; Extension Toxicology Network, 1996; GTi,
1995; Montgomery, 1997)

Las LDSO para los pajaros van de 2.75 mg/kg a 40.8 mg/kg (Extension
Toxicology Network, 1996).

Entre 1994 y 1998, se le atribuyeron mas muertes de pajaros que a cualquier
otro pesticida, ia mayoria causada por su uso residencial (Douglas, 2001).

En 1986, la EPA prohibié su uso en dreas abiertas como granjas y campos de
golf, porque constituia un peligro para las aves migratorias y a partir de marzo del
2001, no se puede usar diazinén en los hogares, pero todavia estara disponible

para el uso al aire libre hasta el 2003. Si se usara el diazinédn comrectamente, no
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habria ninguna preocupacion, en exceso es veneno y realmente no se necesita
usarlo (Comell University, 2000; Douglas, 2001; EPA,2000).

Las dosis altas de diazinbn dafian los rifiones de animales expuestos. Perros
machos expuestos al diazinbn han desarrollado atrofia testicular (ECO-USA,
2002).

El diazinén es también una amenaza al salmoén del Pacifico y es el pesticida
encontrado mas a menudo en la superficie de tas aguas en los Estados Unidos,
principalmente debido a su uso pesado en céspedes en donde es lavado por la
lluvia y llevado por los arroyos hasta los rios (Environmental Working Group,
2000).

En las ratas, las LDS0 son 300 a 400 mg/kg de diazinén de calidad técnico. La
inhalacion LD50 (4-horas) en ratas es de 3.5 mg/l. En conejos, el LD50 démico
es de 3600 mg/kg (Extension Toxicology Network, 1996; Corell University, 2000).

Se han observado efectos crénicos a dosis que van de 10 mg/kg/dia para el
cerdo a 1000 mg/kg/dia para jas ratas. La Inhibicién de la colinesterasa en células
de sangre, y la respuesta de |a enzima ocurrié a dosis mas bajas en las ratas (GTI,
1995; Novartis, 1999; Comell University, 2000). La inhibicion de la enzima se ha
experimentado en las células de sangre, y en células del cerebro a varias dosis y
con especies diferentes (Extensién Toxicology Network, 1996).

Un estudio mostré que una inyeccion de diazindn en huevos de pollo produce
deformidades del esqueleto y de |a espina dorsal en los poliuelos. Un pollueio
nacido de huevos tratados mostré deformidades de esqueileto pero ninguna
anormalidad espinal. La acetilcolina fue altamente afectada en este ultimo estudio
(GTI, 1995).
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Pruebas con marmotas y conejos a dosis bajas (0.125 y 0.25 mg/kg/dia) no
mostraron efectos de desarrollo, mientras pruebas con perros y cerdos a los
niveles mas altos (1.0 y 10.0 mg/kg/dia) revelaron anormalidades graves
(Extension Toxicology Network, 1996).

Pruebas en ratas mayores de 2 afos a dosis moderadas (aproximadamente
45 mg/kg) no causaron desarrollo de tumores en los animales de la prueba (Buffin,
2000; Comell University, 2000; Extensién Toxicology Network, 1996)

La vida media del diazinén en animales es aproximadamente 12 horas. El
producto se elimina del cuerpo a través de la orina y el excremento. Los
metabolitos considerados son excretados aproximadamente en un 70% de la
cantidad total. El ganado expuesto al diazin6n puede guardar el compuesto en su
grasa arriba del término corto. Un estudio mostréd que et compuesto aclart la leche
de las vacas durante 2 semanas. La aplicacién de diazin6n a la piel de las vacas
produce estos cambios en la leche 24 horas después de la exposicion (Cornell
University, 2000; Extension Toxicology Network, 1996)

Los sintomas de envenenamiento en el ser humano incluyen dolor de cabeza,
vértigo, debilidad, ansiedad, encogimiento de los ojos, no pudiendo ver
claramente. Los sintomas mas severos incluyen nausea y vomito, calambres
abdominales, pulso lento, diarrea, dificultad respiratoria y coma. La muerte ha
ocurrido en algunos casos de exposiciones cutdneas y orales en niveles muy
altos. La toxicidad en el humano y animales esta asociada con la inhibicion de la
enzima colinesterasa. Esta enzima cataliza la hidrélisis del transmisor quimico
conocido como acetilcolina. El insecticida por si mismo no es inhibidor potente de

la enzima, sin embargo, en el humano y animales se convierte en diazoxén (donde
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la molécula del sulfuro se sustituye por una de oxigeno) un compuesto que es un
inhibidor enzimatico fuerte en seres humanos y animales y al inhibir esta enzima
impide la destruccién de la acetilcolina, la cual al no ser eliminada se acumula en
musculos, nervios y gldndulas. En los musculos causa contracciones, en las
glandulas causa secrecion y en los nervios causa disturbios sensoriales y de
comportamiento, ocasionando la pérdida de la coordinacion nerviosa y
produciendo la muerte (Buffin, 2000; Cornell University, 2000; Lagunes y
Villanueva, 1994; Red de Accién en Plaguicidas de Chile, 1998 Restrepo, 1992).

El dano al pancreas se ha desarrollado en algunas personas y enh animales de
laboratorio expuestos a grandes cantidades de diazinén. En animales estudiados,
las dosis altas de diazin6n produjeron efectos en el sistema nervioso similar a
aquellos vistos en personas (Agency for Toxic Sustances and Disease Registry,
1997; Buffin, 2000; Cornell University, 2000; ECO-USA, 2002; IchSC, 1997;
Kennedy, 2002; Restrepo, 1992;;).

El diazinén es considerado mutagénico y no se ha encontrado como
causante de cancer en personas o animales. La Seccién de Salud y Servicios del
Humano (DHHS), la Agencia Intermacional para la Investigacion en Cancer (IARC),
y la EPA no han clasificado al diazin6n en base su carcinogenicidad (Agency for
Toxic Sustances and Disease Registry, 1997; Buffin, 2000; Comell University,
2000; Extension Toxicology Network, 1996).

Si se ingiere comida o agua que contienen diazinon, el quimico puede ser
absorbido por el estémago e intestinos. El diazinén también puede entrar en el
cuerpo por la piel. Una vez en el cuerpo, el diazinbn es rapidamente

biotransformado y eliminado del cuerpo en la orina y el excremento.
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Diazinén no se ha mostrado como un acelerador del aumento de! tejido y casi
todos los residuos se eliminan del cuerpo en 12 dias, por lo que no se considera
carcindgeno (Cornell University, 2000; ECO-USA, 2002).

El diazindn se encuentra en muchos vegetales que las personas comen todos
los dias, creando con ello muchas fuentes diferentes de exposicion, tanto para
personas, pajaros, peces, abejas y otros organismos. Es un neurotdxico y afecta
los procesos de desarrollo. El diazindn también puede ocasionar riesgos serios a
campesinos que entran en campos fumigados con este insecticida. Pueden
exponerse personas que viven o trabajan en areas de cultivo a los niveles

peligrosos por los campos tratados o a través de agua (Consumer Union, 2000).

2.3.4. FITOTOXICIDAD DEL DIAZINON

Se considera, en general que el diazinén no causa fitotoxicidad si se utiliza en
los cultivos indicados y con las dosis e indicaciones recomendadas, con respecto
a esto ultimo se recomienda no mezclarlo con productos de fuerte reaccion
alcalina ni con fosfet, acefaie, metamidofos, triclorfon, anilazina, maneb, zineb y
caldo bordeles. También se sugiere que cuando se desconozca su compatibilidad
no aplicar para evitar efectos fitotoxicos (Buffin, 2000; CICOPLAFEST, 1998;
Cornell University, 2000; IchSC, 1997; Montgomery, 1997;; Rossenstein, 2000).
Por ejemplo mezclado con dinocap puede causar toxicidad en algunas variedades
de manzana (Rossenstein, 2000).

La poca informacion obtenida sefiala que el diazin6n es toxico para plantas de

nochebuena, gardenia y orquideas (Anonimo, s.f.).
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2.4. CICLO CELULAR Y MITOSIS EN CELULAS MERISTEMATICAS.
2.4.1. CICLO CELULAR.
£l ciclo celular comprende una serie de eventos en los cuales ocurre el
crecimiento y la divisién celutar (figura 2). La duracion varia de 16 a 24 horas en
los vegetales, dependiendo de la especie, edad y temperatura del ambiente

{Lodish, et al, 1995; Sterm, 1994).

El ciclo celular comprende dos etapas: la interfase y la mitosis. Antiguamente
se decia que la interfase era un estado de reposo, pero no es asi, ya que es aqui
donde la célula aumenta su volumen y hay una sintesis y replicacion del DNA

(Lodish, et al, 1995; Paniagua, 1993). La interfase se divide en tres fases que son:

G1, Sy G2. La fase G1 comresponde a un intervalo entre la mitosis y la iniciacion
de la replicacion det DNA, durante ésta etapa la célula es metabdlicamente activa
y continuamente esta creciendo pero no hay replicacion del DNA, presentindose
una sintesis de RNA y proteinas. En la fase S, se lleva a cabo la replicacion det
DNA o duplicacion de los cromosomas. En la fase G2, la célula continia una
nueva etapa de crecimiento y mas sintesis de RNA y proteinas, preparandose
para la mitosis (Cooper, 1997; Karp, 1999; Lodish, et al, 1995).

La duracién de la interfase comprende un 90% del ciclo celular, la etapa G1
es la de mayor duraciéon con un 40-50% de la interfase, luego sigue la etapa S con
un 30% y la fase G2 con un 20% (Cooper, 1997; Sterm, 1994).

En el haba el ciclo celular comprende los siguientes tiempos: para G1 la
duracion es de 4.9 horas, la etapa S dura 7.5 horas, la etapa G2 tiene una
duracion de 4.9 horas y por altimo la mitosis con una duracién de 3 horas, a una

temperatura de 26 ° C. (Curntis, 1986)
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Las células pueden abandonar el ciclo celular y entran en una etapa llamada
GO, en donde permanecen viables y activas metabdlicamente presentandose el
crecimiento y diferenciacion celular, pero no se dividen. La mayoria de las células
nunca reinician el ciclo celular y hay otras que pueden volver a G1, continuando et

ciclo celular (Klug y Cummings, 1999).

2.4.2. MITOSIS.

La mitosis es un fenébmeno en el cual el material genético celular se divide en
partes iguales entre las células hijas. Este proceso es soélo la parte final de un
cambio subyacente que ha ocurrido en el ptano bioquimico macromolecutar en las
restantes etapas del ciclo celular, particularmente en la etapa S (Karp, 1999,
Paniagua, 1993).

En las plantas, la mitosis ocurre en regiones especificas o tejidos como son
las células meristematicas que se encuentran en los dpices de la raiz y tallo, y en
los tejidos del cambium vascular (Sterm, 1994).

La mitosis para su estudio se divide en cinco fases nombradas: profase,

. P

prorm f: w ar y telofase.

La profase dura aproximadamente un 40% de la mitosis, (figura 3) los
cromosomas aparecen como delicados filamentos extendidos o enrollados dentro
de la esfera nuclear. Cada cromosoma estda compuesto por dos filamentos
denominados cromatidas, que se encuentran asociados intimamente a todo lo
largo, a medida que la profase avanza, ambas cromatidas van acortdandose y
engrosdndose (Paniagua, 1993), y estan unidas por el centromero (Karp, 1999).

Con el aumento en espesor de los cromosomas, la regiéon del centromero se hace



40

ANAFASE METAFASE

Figura 2. Ciclo celular
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mas acentuada hasta llegar aparecer como una constriccidon. A medida que
avanza la profase, los cromosomas tienden a acercarse al borde del nucleo y la
membrana nuclear y el nuciéolo van disgregandose (Stem, 1994). Durante la
profase tiene lugar la formacién del huso acromatico, que se forma fuera de la
envolitura nuclear (Paniagua, 1993). El huso acromatico esta compuesto de
numerosas fibrillas orientadas longitudinalimente, cada una de ellas constituida por
microtiubulos (Cronquist, 2000). La profase termina con la desorganizacion de la
envoltura nucilear (Paniagua, 1993).

La prometafase es la transicion entre la profase y metafase, dura muy poco
tiempo, y consiste en que los cromosomas se desplazan hacia el ecuador o placa
ecuatorial de la célula (Karp, 1999).

La metafase (figura 4) comienza cuando los cromosomas alcanzan el plano
ecuatorial y se disponen immegularmente ocupando toda la superficie del plano
ecuatorial y se “enganchan” a las fibras del huso acromatico, a través de su
centromero (Cooper, 1997; Paniagua, 1993).

En la anafase (figura 5), se lleva a cabo la separacion de las cromatidas, de
cada cromosoma, hacia polos opuestos de la célula, y se denominan cromosomas
hijos (Paniagua, 1993; Sterm, 1994).

La telofase es la etapa final de la mitosis (figura 6), comienza con el final de la
migracion de los cromosomas hacia los polos. Los cromosomas comienzan a
desenrollarse y se hacen cada vez menos condensados y se agrupan finalmente
en masas de cromatina rodeados de segmentos discontinuos de envoltura nuclear
que finaimente se fusionan para formar la envoltura nuclear completa. Al final de la

telofase reaparecen los nucléolos a partir de los organizadores nucleolares
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localizados en las constricciones secundarias de los satélites de los cromosomas.
Los microtubulos se reorganizan y reaparece el citoesqueleto y la forma propia de
la célula (Cooper, 1997; Paniagua, 1993).

La mitosis en haba tiene una duracion total de tres horas bajo determinadas
condiciones de cultivo como la temperatura propia de laboratorio y humedad
ambiental. La duracion de las distintas fases de la mitosis a 26 °C son los
siguientes: profase 95 minutos, metafase 35 minutos, anafase 23 minutos y

telofase 27 minutos. (Curtis, 1986)

2.5. IMPORTANCIA DE LA EVALUACION GENOTOXICA.

Las plantas estan expuestas a {la accion de numerosos productos
agroquimicos que son toxicos, que pueden provocar alteraciones que se
presentan en el material genético de los vegetales, dichas alteraciones provocan
efectos bioquimicos y fisiologicos. La exposicion puede ser aguda, cuando en una
sola dosis se absorben cantidades elevadas del compuesto, o crénica cuando la
exposicion es continua y a dosis bajas; la respuesta téxica que se presenta
depende de |la concentracion y caracteristicas del compuesto, asi como del tiempo
de exposicion al mismo (De Marco, et al, 1986).

Los agentes genotoxicos son sustancias que afectan principalmente el
material genético de las células, con propiedades fisicas y quimicas que les
permiten interactuar directa o indirectamente con los acidos nucleicos y que
poseen por io tanto, actividad mutagénica. (Sawger, 1994).

Se puede prevenir el dafo que ocasionan estos compuestos realizando

estudios genotdxicos que pemmitan detectar de manera temprana el dafio genético
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FASES DE LA MITOSIS EN CELULAS VEGETALES

<
Figura 4. Metafase
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~ Figura 6. Telofase
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en las plantas cultivadas, tratando de evitar pérdidas en la produccion y, por lo

tanto, econdmicas (Morales, 1988).

2.6. DEFINICION Y ANTECEDENTES DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS.

Un estudio que se utiliza frecuentemente para determinar el dafo de los
compuestos toxicos es la llamada prueba de micronicleos gue se encuentra entre
los estudios que detectan rupturas a nivel de cromosomas, y es considerada una
prueba sencilla, confiable y de alta sensibilidad para determinar el efecto
genotoéxico de una sustancia quimica. (De Marco, et al, 1988).

Los micronulceos son corplsculos intracitoplasmaticos de cromatina
separados del nucleo principal, que se producen por la ruptura de fragmentos de
cromosomas acéntricos © por cromosomas que sufren un rezago anafasico
durante la mitosis, o pueden ser producidos por aberraciones cromosomicas como
las deleciones simples lo cual se traduce en la aparicion de micronuiceos
(Chauhan, et al, 1986; Rizzoni, et_al, 1987). Inclusive se menciona que los
microntiiceos son un Iindice importante de {a cantidad de fragmentos
cromosomicos que se llegan a producir en fas células. (Amer y Farah, 1985). Los
micronulceos también pueden ser el resultado de cromosomas enteros retrazados
durante la division celular y que se pierden debido a una falla en el funcionamiento

del huso acromatico. (Chauhan, et al, 1986; Gustavino, et al, 1987).

Se ha encontrado que la presencia de fragmentos cromosomicos acéntricos
se incrementa conforme aumenta la concentracion del agroquimico y se considera
que este efecto puede ser atribuido a un retrazo en los periodos S o G2 dei ciclo

celular. (Chauhan, et al, 1986).
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Los micronucleos pueden ser observados en una gran variedad de células
animales como espermatogonias, hepatocitos, linfocitos, cigotos; y en las células
vegetales como en las meristematicas de apice y raiz.

La posibilidad de inducir micronucleos por sustancias mutageénicas en Vicia
faba fue descubierto en los afios 50's, y posteriormente se ha ido demostrando, a
través de muchos trabajos, de que la prueba de micronucleos en Vicia faba tiene
un amplio espectro de deteccidon del dafio mutagénico, siendo una prueba muy
recomendada por su confiabilidad. (Rizzoni, et al, 1987).

El tamafio de los micronlucleos ha sido medido directamente en médula 6sea
de raton, en apices radicales de cebolla (Allium cepa), en linfocitos humanos y en
células de hamster chino, utilizando la microfotografia, la citofotometria y el
procesador de imagenes. Estos estudios permiten diferenciar el origen de los
micronucileos, por ejemplo se ha encontrado que si se originan de fragmentos
cromosomicos acéntricos, los MN son pequefios, y si el origen es de cromosomas
enteros rezagados, los MN son grandes. (Gustavino, et al, 1987).

El diametro de los MN no debe exceder 1/3 del tamafio del nucleo principal.
Los MN se deben localizar dentro de la pared celular, en el citoplasma, y alrededor
del nucleo principal. (De Marco, et al, 1988).

Basicamente existen 2 tipos de micronucleos llamados picnéticos y
granulares. Los micronlicleos picndticos son homogéneamente decolorados
posiblemente de una degeneracion. Los micronucleos granulares son de una
consistencia parecida al nicleo principal existente. (Gustavino, et al, 1987).

La posibilidad de sobrevivencia de los micronicleos parece depender de la

informacion genética que contienen. (Gustavino, et al, 1987).



46

Células con micronticleos en contacto con el nucleo principal o con mas de un
microntcleo, pueden ser resultado de expulsiones nucleares o de procesos

degenerativos. (De Marco, et al, 1988).

2.7. IMPORTANCIA DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS.

La prueba de microntcleos utilizando células meristematicas de raiz de haba
(Vicia faba) como sistema biologico de deteccion, es de gran utilidad para mostrar
y medir el potencial genotéxico de sustancias quimicas, medios soélidos y acuosos,
y es considerada como una técnica sencilla, rapida y ampliamente usada en
diversos lugares con diferentes ambientes y contaminantes, tanto en condiciones

de laboratorio o in situ (Ji, et al, 1999; Ma, et al, 1995).

La prueba de micronucleos en células meristematicas de raiz de haba (Vicia
faba) consiste en obtener células y exponerias a un determinado tiempo con los
compuestos quimicos a evaluar, para posteriormente cortar los apices radicales,
tratarios con una solucion fijadora y tefirlos para su observacion al microscopio y
cuantificar el nimero de micronucleos y fasas mitéticas (Cabrera y Rodriguez,
1999).

La prueba de micronucleos también se puede efectuar en otras plantas
autorizadas y validadas como biomonitores como son la cebolla (Allium cepa),
Tradescantia spp y Arabidopsis thaliana. Estas especies son sensibles a los
posibles efectos genotdoxicos inducidos por sustancias quimicas (Cabrera y
Rodriguez, 1999; Rodrigues, et al,1998; Sandhu, et al, 1994).

El international Programme on Chemical Safety (IPCS) tiene un programa

para el monitoreo ambiental que es el International Programme on Plant Bioassays



47

(IPPB) creado para el monitoreo y observacion de agentes genotéoxicos en un
ambiente contaminado, realizando una inspeccién de la genotoxicidad de
contaminantes en aire, agua y suelo, utilizando la prueba de micronucleos en
cualquiera de las especies antes mencionadas (Grover y Satwinderjeet, 1999).

En la Republica Popular China, desde el afio de 1980, se ha establecido la
prueba de micronucleos como bioensayo oficial de genotoxicidad de
contaminantes en el aire, agua y suelo (Gopalan, 1999). También se esta
utilizando la prueba, para medir la genotoxicidad en organismos expuestos a
mezclas de compuestos quimicos, o por la radiacion de rayos ultravioleta;
ademas, se utiliza para detectar genotoxicidad de metales pesados en el

ambiente, suelos y aguas contaminadas (Minissi y Lombi, 1997; Wang, 1999).

2.8. EL. HABA (Vicia faba L.) COMO SISTEMA BIOLOGICO.

El haba es un sistema biolégico muy util para la deteccion de la actividad
genotéxica de los contaminantes ambientales. Es un sistema barato, de facil
manejo, de facil adquisicion y no requiere equipo sofisticado ni condiciones
estériles. Presenta pocos cromosomas (2n = 12) que son muy grandes y
perfectamente visibles. Tiene una fraccion metabdlica S10 que es capaz de
transformar sustancias promutagenas en mutagenas, aspecto muy importante ya
que muchos compuestos quimicos que no son mutagenos por sSi Mismos,
requieren de un metabolismo animal o vegetal para activarse y provocar dafos al

DNA (Gomez y Villalobos, 1997; Goémez, et al, 1997; Grant, 1994).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Hoja seca y molida de ruda (Ruta graveolens).

Semilla de haba (Vicia faba).

3.2. MATERIALES Y REACTIVOS

Vermiculita.

Vasos de precipitados de 100, 250, 500 y 1000 mt.

Cajas de Petri.

Pipetas de 1 y 5§ ml.
Pipetas pasteur.
Micropipeta de 50 ;1
Matraz erlenmeyer de 250 y 500 ml.
Tubos ensaye de 10 ml.
Agitadores de vidrio.
Embudo de vidrio.
Mechero de gas.
Autoclave.

Liofilizadora.

Bomba de vacio.
Vasos viales.

Bascula granataria.

Agujas de diseccion.
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Bisturi.

Mortero.
Microscopio 6ptico.
Vidrio de reloj.
Cubreobjetos.
Portaobjetos.
Hipoclorito de sodio.
Alcohol etilico.

Agua destilada.

Acido acético glacial.

Solucion tampon-citrato pH = 4.2,

Enzima pectinasa 0.5%.
Acido clorhidrico  N.
Colorante aceto — orceina.
Xilol.

Resina.

Tween 20.

Metanol.

Acetona.

Hexano.

Acetato de etilo.

Dimetil sulfoxido.

a9
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3.3. METODOLOGIA
3.3.1. OBTENCION DE LA RUDA
Primeramente se realizé un recorrido por el mercado de flores de Xochimilco
en donde se compraron plantas de ruda con una edad de tres meses.
Posteriormente las plantas se secaron colgandolas “cabeza abajo” por un periodo
de 21 dias, evitando que el sol les diera directamente. Después se separaron las

hojas, se trituraron en un mortero, y se guardaron en un frasco de vidrio para su

posterior uso.

3.3.2. PREPARACION DEL EXTRACTO DE RUDA
La obtencion de los extractos de ruda se realizo en el laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES Cuautitlan. Para la preparacion de los extractos se utilizaron
cuatro diferentes solventes, que fueron metanol, acetona, hexano y acetato de
etilo, segun la siguiente metodologia:
- Se peso el total de las hojas secas y molidas de ruda (Ruta graveolens).
- La cantidad total se dividi6 en cuatro porciones (resultando 17.5 g por
porcion).
- Cada porcion se mezclé con un solvente que contenia un volumen de 150
mil.
- Se dejaron reposar las mezcias por un periodo de 48 horas, agitandolas en
varias ocasiones.

- Concluido el tiempo, se filtraron las soluciones en dos ocasiones para

eliminar impurezas.
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- Las soluciones ya filtradas se evaporaron en un rotovapor para eliminar el
solvente.

- El extracto obtenido se vaci6 en frascos viales previamente pesados.

- Los frascos viales se dejaron durante 24 horas en una bomba de vacio para
eliminar totalmente el solvente correspondiente.

- Para saber ia cantidad de extracto obtenido se pesaron nuevamente los
frascos viales y por medio de una diferencia se determind la cantidad de
material obtenido.

Preparacion de las concentraciones det extracto de ruda para el andlisis
antigenotoxico:

- Los extractos obtenidos se disolvieron en 2 mt de dimetilsulféxido.

- Después se procedid a preparar las concentraciones establecidas de 500 y

1000 ppm para cada uno de los extractos.

3.3.3. ﬁEAL!ZACION DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Para la determinacién de frecuencia de microntcleos e indice mitético, las
pruebas fueron realizadas en el laboratorio de Genética Vegetal de la carrera de
Ingenieria Agricola de la FES Cuautitlan.

La concentracion del diazinén fue de 12 ppm que, en un ensayo preliminar se
reporté como téxica a las plantas.

Las concentraciones de ruda fueron de 500 y 1000 ppm para cada uno de los
extractos obtenidos con los diferentes solventes.

Estas concentraciones del diazinén y extractos de ruda fueron utilizadas en la

prueba de micronticleos para determinar si presentaban algun efecto genotéxico o
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antigenotéxico respectivamente, para esto se utilizd como sistema bioldgico
células meristematicas de raiz de haba (Vicia faba L.) con la siguiente
metodologia.

1.- Desinfeccion de semillas. Se lavaron con agua de la llave; posteriormente en
400 ml de agua destilada se agregaron 46 ml de cloro y 7 gotas de Tween 20 y se
agitaron durantebzo minutos.

é.- Primeramente, las semillas se dejaron hidratando durante 12 horas en
recipientes que contenian los extractos de ruda, asi como también, las semillas
que correspondieron al testigo, que se dejaron en agua destilada, y al control
positivo, que se pusieron en la solucion del diazindn; Posteriormente, las semillas
que correspondieron a los tratamientos combinados de extracto + diazinén, se
pasaron a otros recipientes que contenian la soluciéon del insecticida y ahi
permanecieron otras 12 horas.

3.- Las semillas de haba se sembraron en cajas de Petri, utilizando como sustrato
vermiculita.

4.- Las semillas se mantuvieron en condiciones de temperatura ambiente hasta
que tuvieron una longitud de 2 a 3 cm, procediendo a cortar los apices de una
longitud aproximada de 3 mm. Los apices se fijaron en una solucién de etanol-
acido aceético en proporcion 3:1, durante 24 horas.

5.- Los apices ya fijados se transfirieron a una solucién de etanol al 70% durante
15 minutos.

6.- Los apices se lavaron con una solucién tampoén citrato con un pH de 4.2.

7.- Se incubaron en pectinasa 0.5% durante una hora a 37 °C.
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8.- Los apices de haba se dejaron en el HCI 5N durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

9.- Se efectud la maceracion de los dpices usando agujas de diseccion.

10.- Se colocd una gota de colorante aceto-orceina, se dejo secar al aire y se quitoé
el exceso con papel secante.

11.-Se colocd el cubreobjetos y se realizé el aplastado aplicando la técnica
flamada “squash”.

12.- Se observaron las preparaciones al microscopio.

3.4. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO
Para la determinacion de la frecuencia de micronucleos e indice mitdtico se
utilizé un disefio experimental completamente al azar en donde se evaluaron 18
tratamientos (Tabla 5), cada uno constd de 5 repeticiones. Por cada repeticion se
contaron 200 células, para dar un total de 1000 células por tratamiento indicando
cuantas ceélulas presentaron microntcleos y cuantas se encontraban en alguna

fase mitdtica.

Los criterios para seleccionar células micronucleadas fueron:
1.- Que las preparaciones presentaran una buena tincion.
2.- Los micronticleos debian distinguirse como pequefios corpusculos circulares
bien definidos con una coloracién roja caracteristica.
3.- Los micronucleos deberian de tener un didmetro que no excediera 1/3 del
tamafio det nucleo principal y que estuvieran localizados dentro de {a pared celular

y en el area del citoplasma circundante al nucleo principal.
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4.- Los micronucleos no debian mostrar refractibilidad, es decir, que al momento

de mover el micrométrico del microscopio, el objeto no debia d parecer o p

a otro plano ya que si ésto se presentaba se excluia como microntcleo.

Analisis Estadistico.

Para realizar el andlisis estadistico se utilizd el programa INSTAT2 version
2.03, para evaluar la frecuencia de microntucleos e indice mitético. El disefio
experimental fue completamente at azar, se utilizé un analisis de varianza con la
finalidad de determinar la diferencia entre los tratamientos y a continuaciéon se
compararon los tratamientos por medio de la prueba de significancia de

Tukey ~Kramer con una probabilidad de 0.05 y 0.01.
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Tabla 5. Tratamientos evaluados para la determinacion de micronucleos e indice

mitStico.

TRATAMIENTO

Testigo

Diazinon 12 ppm

Extracto de metanol 500 ppm

T
Extracto de metanol 1000 ppm

Extracto de metanol 500 ppm + diazinon 12 ppm

Extracto de metanol 1000 ppm + diazinén 12 ppm

Extracto de acetona 500 ppm

Extracto de acetona 1000 ppm

Extracto de acetona 500 ppm + diazinon 12 ppm

Extracto de acetona 1000 ppm + diazinon 12 ppm

[Extracto de hexano 500 ppm

[Extracto de hexano 1000 ppm

’_Ex(racto de hexano 500 ppm + diazinon 12 ppm

Ex(racto de hexano 1000 ppm + diazinon 12 ppm

[Extracto de acetato de etilo 500 pPpPm

Extracto de acetato de etilo 1000 ppm

Extracto de acetato de etilo 500 ppm + diazinon 12 ppm

Extracto de acetato de etilo 1000 ppm + diazinon 12 ppm
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4. RESULTADOS

Se realizé el andlisis estadistico de los resultados obtenidos efectuando
primeramente el analisis de varianza para la frecuencia de microntcleos e indice
mitético para determinar el grado de significancia entre los tratamientos evaluados
presentandose una diferencia aitamente significativa en ambos parametros

estudiados (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Analisis de varianza para la frecuencia de micronucleos.

FUENTES DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO
| TRATAMIENTOS 17 110.90 6.524
ERROR 72 129.20 1.794
TOTAL 89 240.10
F = 3.635

Tabla 7. Analisis de varianza para la frecuencia del indice mitético.

FUENTES DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO
TRATAMIENTOS 17 11500 676.46
[ERROR 72 45212 62.794
TOTAL 89 16021

F=10.773
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Se efectud la prueba de comparacién multiple de Tukey-Kramer para conocer
la diferencia estadistica entre los tratamientos evaluados tanto en la frecuencia de
micronucleos e indice mitdtico.

Los resultados obtenidos para {a frecuencia de micronucleos, en todos los
tratamientos evaluados, con el insecticida diazinon y con los diferentes extractos
de ruda, se muestran en la tabla 8 y en la figura 7, en donde se puede observar
que el tratamiento con la concentracion de 12 ppm del insecticida presentd el
mayor numero de células micronucleadas (Figura 9) indicando que el diazinén es
un agente clastogénico obteniéndose una diferencia estadistica altamente
significativa con respecto al testigo o control negativo. Por otra parte, comparando
el testigo con los demas tratamientos no hubo diferencia estadistica, ya que no
aumento la frecuencia de micronucleos, confirmando que todos los extractos de
ruda no son genotdxicos, ademas se manifesté que las concentraciones de los
extractos demostraron no ser téxicas a las células, sin presentar alguna alteracion
observable en éstas. También, los tratamientos con los extractos, presentaron
una diferencia estadistica significativa en comparacién con el tratamiento del
diazinén, a excepcién del extracto de acetato de etilo en sus dos concentraciones
mas el diazinén, en donde no se observd una diferencia estadistica. Comparando
los tratamientos de los extractos solos y los que contenian el diazindbn no se
presentaron diferencias estadisticas, lo cual indica que los diferentes extractos si
actuan como agentes antigenotdxicos.

Con respecto al indice mitético los resultados (Figuras 10,11,12 y 13),
mostrados en la tabla 9 y en la figura 8, indican que comparando, el tratamiento

del diazindn sé6lo con el testigo y los demas tratamientos, no presentaron
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diferencia estadistica. Esto indica que el diazindn por si s6lo no afecta el indice
mitético de las células meristematicas del haba.

Comparando el testigo con todos los tratamientos que contenian los extractos
de ruda Jnicamente, no existié diferencia estadistica, lo que indica que los
extractos por si solos no interfieren con la frecuencia de division cefular. También,
comparando el testigo con los tratamientos de extractos de ruda mas el diazinén,
los resultados senalan que si existié una diferencia estadistica significativa, lo que
manifiesta que el insecticida en combinacion con los extractos si afectan la division
mitotica de las ceélulas de haba, a excepcion de los tratamientos de hexano y
acetato de etilo a 1000 y S00 ppm, respectivamente, mas el diazinén, que no
mostrarén una diferencia estadistica.

Los resuiltados obtenidos, entre los tratamientos con extractos unicamente y
con tos extractos mas el diazin6n, mostraron una diferencia estadistica, lo que
tambieén indica que el insecticida combinado con los diferentes extractos si aiteran
la divisién celular.

Por otra parte, comparando entre si los tratamientos con extractos unicamente,
los resultados que se obtuvieron no presentaron diferencia estadistica. Esto
sefala que los extractos de ruda en su actividad antigenotdxica no interfieren en el

proceso de division celular.
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Tabla 8. Frecuencia de micronucteos en los diferentes tratamientos evaluados.

REPETICION | TOTAL | PROMEDIO | DESVIAGION |
ESTANDAR
TRATAMIENTO ) njupvyiv

Testigo ojoj1 1910 2 0.4 0.54
Diazinon 12 ppm 7831314 25 s 2.34
Metanol 500 ppm oq1 ol 1 3 0.6 0.54
Metanol 1000 ppm ofJ1 19700 2 0.4 0.54
Metanol S00 ppm + diazinon 12 ppm 2 1 of3] 1 7 1.4 1.14
Metanol 1000 ppm + diazinon 12 ppm 1 ofjz2jojJ2 5 1 1.0
Acetona 500 ppm oJof21]1 [s) 3 0.6 0.89
Acetona 1000 ppm ojoj1j2jpo0 3 0.6 0.89
Acetona 500 ppm + diazinon 12 ppm 1 1 2j]4]O0 8 1.6 1.51
Acetona 1000 ppm + diazinon 12 ppm 3J3aja2]11 ) 9 1.8 1.30
Hexano 500 ppm ofjofj2]1 [+] 3 0.6 0.89
Hexano 1000 ppm 1 ojr1jJo04{o 2 0.4 0.54
Hexano 500 ppm + diazinon 12 ppm ojojtlagjo 5 1 1.73
Hexano 1000 ppm + diazinon 12 ppm 1 ojl13j2]+1 7 1.4 1.14
Acetato de etilo 500 ppm ojo{1 1910 2 [ X} 0.54
Acetato de etilo 1000 ppm ojJojJzjojo 2 0.4 0.89
Acetato de etilo 500 ppm ¢+ diazinon 12 Jof2]1]7]1 1M 22 2.77
ppm

Acetato de etilc 1000 ppm + diazinon 33513011 172 2.4 1.94
12 ppm




TRATAMIENTOS

AE1000

AES00

AEIO00D [ ooy o e
AES00+D [ —. -

HEX1000 [~

HEX500

HEX1000+0 [
HEX5004D [ v,

==

ACE1000

ACES00

ACE1000+D |

ACESO0eD [ cciisl S -va ¥

IR l

: |
! 1
|

0 5 10 15 2

NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS
Figura 7. Frecuencia de micronticleos

30

| e oo

(%

| “#LLA DE ORIGEN

e |

60



61

Tabla 9. Frecuencia del Indice Mitotico de los diferentes tratamientos evaluados.

+ diazinon 12 ppm

REPETICION [VOTAL | ,mo— m
ESTANDAR
TRATAMIENTO ] [ " W v
Testigo A7 35 42 59 57 240 48 10.1
Diazinon 12 ppm 38 29 33 45 21 166 33.2 9.06
Metanol 500 ppm 58 40 39 36 21 194 38.8 13.18
Metanol 1000 ppm 44 46 47 41 57 235 a7 6.04
Metanol 500 ppm + diazinon 12 ppm 14 19 24 19 26 102 20.4 4,72
Metano! 1000 ppm + diazinon 12 14 13 27 7 20 81 16.5 7.59
ppm
Acetona 500 ppm 46 28 46 39 38 197 39.4 7.40
Acetona 1000 ppm 54 41 46 56 43 240 48 6.67
Acetona 500 ppm + diazinon 12 ppm 18 4 20 17 28 87 17.4 8.64
Acetona 1000 ppm + diazinon 12 18 | 17| 20 ] 8 | 14 77 15.4 466 |
ppm
Hexano 500 ppm 46 57 38 61 39 241 48.2 10.42
Hexanoc 1000 ppm 37 [29 | 35 | 42 [ 33 [ 176 35.2 481
Hexano S00 ppm + diazinon 12 ppm 5 14 24 29 28 100 20 10.27
Hexano 1000 ppm + diazinon 12 ppm | 23 34 41 30 26 154 30.8 7.05
Acetato de etilo 500 ppm 42 36 51 40 37 206 41.2 5.97
Acetato de etilo 1000 ppm 34 47 31 49 43 204 40.8 7.95
Acetato de etilo 500 ppm a2 |30] 28 | 31 27 | 159 316 6.02
+ diazinon 12 ppm
Acetato de etilo 1000 ppm 34 19 31 24 23 131 26.2 6.14
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

el

Figura 9. Células de haba (Vicia faba L.) con micronucleos inducidos por

insecticida diazinon.
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Figura 11. Ceélula de haba (Vicia faba L.) en metafase.

|
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Figura 13. Célula de haba (Vicia faba L.) en telofase.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Es muy conocido que desde hace mucho tiempo la planta de ruda se ha
utilizado para curar diferentes enfermedades en el humano, sin haber presentado
ningun efecto nocivo (Aranda, 1996; Argueta, 1994; Baytelman, 1993; Cabrera,
1992; Martinez, 1994). También se ha mencionado en diversas investigaciones
que la misma planta presenta propiedades bioplaguicidas (Ahmed, et al, 1981;
Arango, 1994; Bonilla, 1994; Garcia, 1992; Mancebo, 1998; Sasanelli y
D'Addabbo, 1992a). En base a lo anterior se procedid a determinar si los
diferentes extractos de ruda podrian tener efectos antigenotdxicos calculando la
frecuencia de micronGcleos e indice mitotico. Para dicho estudio se utilizé el
insecticida diazindn como testigo positivo, por conocer que este compuesto es un
buen inductor de micronducieos (Bianchi, et al, 1997; De Ferrari, et al, 1991; Pastor,

et al, 2001; Sobti, et al, 1982).

Como se menciond en la metodologia la concentracion de diazin6n que se
utilizé fue de 12 ppm, la cual se selecciont de experiencias previas realizadas en
el laboratorio de citogenética, en donde se demostré la genotoxicidad del diazinén
en células meristematicas de raiz de haba, al utilizar diferentes concentraciones
del compuesto, y diferentes tiempos de exposicion del insecticida sobre las
semillas de haba. Esto coincide con los reportes de otros autores quienes
establecen el efecto genotéxico del diazindn, a diferentes dosis, en otros cultivos
celulares (Bianchi, et al, 1997; De Ferrari, et al, 1991; Pastor, et al, 2001; Sobti, et

al, 1982).
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Los resultados confirman que el diazinén si es un buen agente genotoxico, al
obtener un promedio de § células micronucleadas por repeticion, como se muestra
en la tabla 8.

La alta toxicidad del diazin6n a concentraciones bajas podria explicarse
debido a que es muy alto el poder de penetracion del insecticida en las células
afectando rapidamente el metabolismo de éstas.

No se han encontrado estudios in vitro e in vivo en donde se relacione la
inhibicion de dafio genético con tratamientos en los que se usen extractos de ruda,
pero existen estudios realizados con otras plantas medicinales en donde se ha
evaluado su capacidad antigenotéxica, en diferentes cultivos celulares (Brockman,

et al, 1992; Bu-Abbas, et al, 1996; Catterall, et at,1998; Hernaez, et al, 1998; Hui-

Yin y Gow-Chin, 1997; Pérez y Hurtado, 1997; Takeshi, et al, 2001), por o que se
procedié a efectuar este ensayo para estudiar si la planta de ruda presenta
propiedades antigenotéxicas.

Para el ensayo antigenotoxico, en la tabla 8 se puede observar que los
extractos de ruda, solos y los que presentan el insecticida, en las
concentraciones empleadas de 500 y 1000 ppm, no aumentaron el nimero de
micronucieos, no existiendo diferencia estadistica significativa con respecto al
testigo o control negativo. También se observaron los mismos resultados en la
comparacion de los tratamientos de los extractos solos con los que contenian el
diazinén.

En los resuitados se encontré que el nimero de células micronucleadas en las

dos concentraciones evaluadas, para todos los tratamientos con extracto, no varia
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significativamente, por lo que no se puede decir que exista una relacion
proporcional entre dosis y respuesta.

El estudio de las dosis de los extractos de ruda aqui presentados demostraron
no ser toxicas para las células meristematicas de raiz de haba, sin presentar
alguna alteracion observable en las células. Lorke (1988), en su trabajo menciona
que un compuesto al no producir algan efecto a la dosis estudiada, es considerado
como atdxico, es decir, que no ocasiona algun efecto toxicoldgico.

Analizando los resultados anteriores, se dedujo, que los extractos de ruda
pueden ser candidatos para probarse como agentes antigenotoxicos, ya que los
resultados, también confirman que los extractos no son genotoxicos al presentar
un namero de microntcleos similares al del testigo o control negativo, los cuales
no son estadisticamente significativos con respecto a éste.

Los extractos solos en las concentraciones probadas no aumentaron el
namero de micronucleos, estos valores son muy similares a los del control
negativo, lo cual concuerda con otros estudios que argumentan Qque los
compuestos provenientes de extractos vegetales tienen una amplia variedad de
efectos benéficos y que no conducen a un dafio celular ni genético (Atta y
Alkofahi, 1998; Mufioz, et al, 2001; Trovato, et al, 1996; Ulubelen, 1994).

Por otra parte, la disminucién en el namero de micronucleos, en todos los
tratamientos que presentaban el extracto mas el diazinén, se debe a que los
compuestos quimicos presentes en la ruda, por diferentes mecanismos protegen o
disminuyen el dafio genético, y en si el numero de micronucleos producidos por el

insecticida diazinén.
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El mecanismo de accién, por el cual los extractos de ruda disminuyen el
numero de micronucleos, es propuesto en base a los constituyentes quimicos de
los mismos extractos, a los cuales se les debe demostrar su capacidad
antigenotéxica, por o que es necesario realizar el estudio fitoquimico preliminar de
los extractos para demostrar que diversos compuestos quimicos contienen y
definir que componentes son responsables de la naturaleza protectora que
puedan presentar los diferentes extractos de ruda que se evaluaron.

En diferentes estudios fitoquimicos realizados en la ruda, se ha descrito que
las hojas contienen como principios activos aceites esenciales, flavonoides,
cumarinas (psolareno, bergapteno, xantotoxina, chalepin, chalepensin), alcaloides
(arborinina, rutamina, graveolinina, graveolina, furoquinolina, T-fagarina, acridona,
quinolina, acridona, rutacridona, dihydrofuroacridona, gravacridonediol acetato),
taninos, glicosidos (rutina, cinidiosida A, 3°’-6-dinisapolisucrosa, pircraquasiosida
A), terpenoides (derivados de bergatomina), ademas de acidos caprico, plagonico
y caprilico (Atta y Alkofahi, 1998; Chen, et al, 2001; Mancebo, et al, 2000; Ojala, et

al, 2000; Paulini, et al, 1991; Ulubelen, 1984; Wessner, et al, 1999).

Diversos estudios fitoquimicos de la ruda, han demostrado que su actividad
bioplaguicida es debido, principaimente, a la presencia de flavonoides, y aceites
esenciales (De Paula y Martins, 2000; Duval, 1992; Echeverri, 1987; Garcia, 1992;
Mancebo, et al, 2000; Mora, 1993; Sasanelli, 1995; Valadez, 1987). También, se
considera que las cumarinas, aceites esenciales y flavonoides pueden ser
responsables de una actividad antimicrobiana (De Paula y Martins, 2000;

Guarrera, 1999; Ojala et al, 2000; Ramesh, et al, 2002; Wessner, et al, 1999).
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Pero, se necesitan investigaciones mas profundas para identificar que
componentes estan presentes en los extractos de ruda, de acuerdo con los
solventes que se utilizaron, para posteriormente deducir su mecanismo de accion
y determinar que principios activos son los que intervienen en la actividad
antigenotéxica, ya que los resultados encontrados pueden explicarse por un
proceso muitifactorial, debido a que en los extractos puede haber mas de una
sustancia que tenga una acciéon antigenotéxica como pueden ser los flavonoides
(Bu-Abbas, et al, 1996) y los alcaloides, como {a quinolina (Hernaez, et al, 1998;
Hui-Yin y Gow-Chin, 1997;).

Con respecto a la frecuencia del indice mitético, los resultados sefalan que, el
tratamiento del diazinén sélo y los tratamientos con los extractos Unicamente, no
afectaron la divisién celular, pero los tratamientos de los extractos mas el
insecticida si afectaron la division mitética de las células meristematicas de haba.
Estos resultados se debieron posiblemente a que en las raices, las zonas
establecidas en el esquema clasico (cofia, meristemo, 2zonas de alargamiento y
diferenciaciéon) no tienen limites definidos porque cada grupo de células tienden a
actuar con independencia, pero existen unos puntos llamados de transicion (Rost,
1994; Rost y Bryant, 1996). Estos puntos pueden ser diferentes en la epidermis,
la corteza y el cilindro vascular. Se considera que en cada grupo de células hay
contactos o sefiales que indican donde se dividen las células, donde cesan de
dividirse, donde se alargan y cuando se diferencian (Rost, 1994). No se conoce
con exactitud que sucede en un punto de transicion, pero se cree que debe haber
una activacion y desactivacion de genes especificos que intervienen en el ciclo

celular, y que pueden separarse en tres categorias: genes que codifican enzimas
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que controlan eventos especificos del ciclo celular, como las enzimas de
replicacion del DNA, genes relacionados con la regulacién del ciclo celular y genes
involucrados en la especificacién de la identidad del meristemo (Rost y Bryant,
1996).

Se supone que el insecticida diazinon y los componentes de los extractos de
ruda, no ocasionan dafio en el funcionamiento de estos genes, ya que se tuvo un
equilibrio dinamico en las células meristematicas, es decir, el nUmero de células
que entran a divisi6n es proporcional al numero de células que entran a un
alargamiento y diferenciaciéon, estableciéndose un indice mitdtico con un valor
constante que varia entre 17.6 y 24%, para el caso del haba, lo cual coincide con
el indice mitdtico reportado en diversos estudios (Bautista, 2002; Moreno, 2001).

La combinacion del insecticida mas los extractos, tal vez, si afectaron el
funcionamiento de ailguno(s) de los genes, ocasionando que las células
meristematicas que debian entrar en division no lo hagan; saliendo del ciclo
celular y entren a una etapa llamada GO, la cual representa un periodo de tiempo
en que la célula empieza el alargamiento y diferenciacion celular, todo esto
ocasionando el rompimiento del equilibrio dinamico, de manera que el numero de
células que pasan a un alargamiento y diferenciacion supera a las células que
entran en division y que, por lo tanto, disminuya la frecuencia del indice mitético en
estos tratamientos.

Es necesario realizar estudios mas profundos, para determinar con seguridad,
si la combinacion de diazinén mas extractos, afectan la actividad de estos genes

en el ciclo celular.



6. CONCLUSIONES

El insecticida diazin6n a la concentraciéon de 12 ppm fue un fuerte inductor
de células micronucleadas, confirmando su efecto clastogénico.

Los diferentes extractos de ruda en las concentraciones estudiadas de 500
y 1000 ppm, no presentaron actividad genotdxica ni citotoxica.

En el ensayo antigenotdxico, la mayoria de los extractos de ruda en sus dos
concentraciones evaluadas, disminuyeron el numero de micronucleos en
las células expuestas al diazinon.

Los tratamientos del extracto con acetato de etilo, en las dos
concentraciones mas el diazindn, no presentaron una actividad
antigenotéxica, lo que indica que los componentes de |a ruda que se
obtuvieron con éste solvente no actian como inhibidores del dafio
genotoxico ocasionado por el insecticida.

Los tratamientos del diazinén sélo y de los extractos unicamente, en sus
dos concentraciones, no afectaron el indice mitdtico de las células
meristematicas de la raiz de haba.

La combinaciéon de los extractos de ruda mas el insecticida diazin6n si
alteran el indice mitético de las células meristematicas, ocasionando que la
mayoria de las células entren rapidamente a la etapa de crecimiento y

diferenciacién celular.
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7. RECOMENDACIONES.

- Es recomendable realizar este tipo de estudio mas profundamente para
verificar si la planta de ruda presenta una accion antigenotoxica en contra
de agroquimicos.

- Se tiene que hacer previamente el estudio fitoquimico de los extractos de la
planta, obtenidos con los diferentes solventes, para conocer que principios
activos presenta y determinar cual(es) intervienen en la actividad
antigenotoxica.

- Hay que considerar como influyen factores como la luz, temperatura, y la
humedad, sobre |la efectividad de los extractos de ruda, para utilizarlos en
ensayos antigenotoxicos

- Es necesario conocer la etapa fenolégica de la planta, asi como (a época
del afio y el lugar en donde se encuentren las especies a probar, ya que
puede haber variacidn en cuanto a la concentracion, distribucién y

presencia de los principios activos.
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