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l. RESUMEN 

Actualmente los pesticidas agrícolas ocupan un papel fundamental para contrarrestar la amplia 

gama de plagas, evitando así importantes pérdidas económicas e inclusive disminuyendo agentes 

causales de enfermedades como la malaria. No obstante sus beneficios, también han producido fuertes 
.·.:_.); .. ,.·' 

c~l1:seC:JellciJ;~i!iY1~ salud y al ambiente, pues la contaminación por este tipo de compuestos se ha 

. ~ :ccillve~ij~:''.g~~;,~x~~inminente amenaza para los ecosistemas, razón por la que se han realizado diversos 
;-;·;.- _ í'·:/:~.;:1 __ - :.~·:~.;:;--;)/:~~; ·~·-t-~. 

esiudio~ eillos'·que se mencionan los daños que dichos agentes químicos provocan al material genético, 

ya's~~'.~2~~Wg~~;~~irecta, o bien, indirectamente a través del metabolismo animal o vegetal. El presente 
<' ,'. _. \ ~\-:' ~·:::"''; ' o >,f~~ k ! 

: 'est~di6;Ütfüfrie(metabolismo vegetal in vivo de Vicia faba, ya que a diferencia de los animales, las 
'·':.·.:::~·- - ' ~:·.-'7: -.:,;;. ·. ., 

< p1lrita~ al~acenan los productos de la biotransformación del agroquímico e inciden sustancialmente en 

ei':flujo de energía, ya que al ser digeridas por los animales e incluso por el hombre, a la larga puede 

tener efectos genotóxicos considerables que posiblemente favorezcan la iniciación de procesos 

cancerígenos. Es por esto, que se decidió probar la influencia del metabolismo vegetal sobre el 

herbicida.asulam con el fin de evaluar el efecto adverso que tienen sus metabolitos sobre el ADN. 

Uno de;Jós procedimientos generales para los estudios de biomonitoreo citogenético, que se 

. emplea cO'rri()',;i:stein'a evaluador del daño al ADN es la electroforesis unicelular (también denominada 

.. •'.· .. ·;<D~,t¡i;;1,s~&?JJ~ff;:~:;:~:iM~i,~;;?< . · . 
erüiayo;'cl)met'a)'fen'ilasféélúlas linfocitarias humanas; en este trabajo esta técnica fue elegida en su 

': ~ ::>~~'-.;~r-7.~,;~:\~}·: :_1{~1~:r~;i~;~Wi~~;;)~~_i;~~~1<~~\)f >.:-~:,;!;~·:;'.: ,_·_:.,.:v :._-< · , . : _ _ _ ,__ _:-~ 
rriodalidiidide'.''electroforesis':uniCelular alcalina, con base en su alta sensibilidad, relativa rapidez y 
_ .. _: :·.<"'~->-·: '.:.~:~f t;. ~ ~~~2?~-'.:r,1~,~'.:}1;I;{;,~j2~f n~j~i~~:·~·~:;\::.'.:áL.~i·:~:r~~·:.:~: ::~~· .... ,: · 
reprodúéibilidadtparii'detectar!rompirríientos de una hebra de ADN en los sitios alcalinos lábiles y en 

. ; .< .. :.:··< ...... ·:: !~~~ .. ~~-~:-;'~-.:\",~:'./.-. ;..-~;~·: /· (.~r~,>1:~.:.~\j ··:\:_~;'~-... ·'·'.:~. _, -~ ~ 

ev~nto~ de reparh~ió11)(Jr ¿sdsio~ i~completa. 

2 



Los re~ultado~ obtenidos co~ ~~!~ ensayo m~e~t~an que efectivamente hubo un efecto 
, ' .-·'.!-' - '·--o 2: - ¡.,~--,'. ·i:"",· : ,._:_ ·;;, _ · . ·-.-')i= '_ ~-1 ·. ,_ l -· 

genotóxico ~~jn);~tPi 0~t~~~YQs{jrf~~~0r··~r.n~:'./~jj;;~ir~f~~lf.~:01º:r~~traciones del extracto vegetal que 

contenía· los rrieiábolit()~S de(asu laf!¡,Jcon ;di fereriCias 0signi fióati vas.de. los testigos negativos (uno con la 
: ..... __ , .. ~> _ ~-- :,\)\.~~~;~},;;~;1~1~'.;_ ~~;:i:~: ~--}.?J)~:~'.g~;~~~\~r/:- _(;x~;:: ,<~~-:;~?:::·~}~~~-:~ -/:·:·'.:_:~ .3:_'.;;.~,:- ,--t;:· .. ?{\ . ~> .. ( :;-:;:~.'·:~- -~ . --

fracción enZ:i.fríáticiú:d ·v;ciqi'fabc(,:y':ei.:otro/sólo ~~'n\~~diO"~~<l~fuás !de células) con los lotes 
·~- : .. ~ ·~\f;'";;~~~~;!it ............... t·;~:1~,110::~i.:·;::L '5 · ..• ;·;•_ .. ·.. • .· .•• '·;· ".<·::.: •. ~_.• \~;:~~;:;:;,~~- .[. .····,. .. . 

· experimehtales;t'S ... emuestra;que'.el asulam es un mutageno:ind1reé:to~q(¡e.reqú1ere del metabohsmo 
.: .- .. -, -~- ~-::.,-3:/::~:~(~:~J~r:;tt1:i~n:~~~r :-;).~<::_:<.-~:~;·~:.·)t.F ._· \~'. ·:· ._- __ .,. ~ -: . -· · . . : · . '.' _ -. ·: ·_'._._ · .. ~'-:/t-}t~~:i~tr-}~;rJ>~:~~~~~'.l~f ;i~_?·- :-~:<-· _ 
'.···. vegetal;•au~que.\ no se enéontró un comportamiento lineal del ,efücfo "'co,n'respedo al aumento en la 

··--~;-- < .. .-;·· ·i>-- ''.:·:~--:. 

con~~nt~~~icSn;~xcepto en los dos primeros tratamientos, lo que indica que é~ las concentraciones más 
' : . ~-. ' ~ ·. :. . . ' . .· ' . 

altas se sobrepasó el límite de saturación del conjunto enzimático, conduciendo a una fitotoxicidad 

parcial de las raíces de la planta. Asimismo, a pesar del daño inducido, también se observó que después 

de cierto tiempo hubo un proceso de reparación en el material genético, suceso que abre la vía a futuras 

investigaciones en cuanto a la capacidad dela célula para revertir el deterioro provocado por distintos 

contaminantes. 
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11. INTRODUCCIÓN 

El gran desarrollo industrial ha permitido ,al ser humarío una vida más cómoda y hasta cierto 
- :· ...... "_, :.-_'.:.;; ' ,, 

punto afable para su propia superviv~ncia,' ~~;.ob~tant~,·hoy'·en día la mayor parte de los recursos 

natural; qu~ •;;~~l~il.~0~~'.J~~iJ,~~~6~~¡f~r;{:~~~'W dlvm0< tipo• de conlomlnanle" 
.:;> erÍtre:.1üs:cuales}'déstaca-·rcí'sipfáguiCidás;1agentes químicos que son utilizados como inhibidores y 
~~-~, - ::-;J\~r.z:~-;r-· ~-~~~;r~:t~~tDt~ _ ~1¡~~~~~~:,;~tr:~~;~?.~;'.~_.:,-,-,:,-:~.~ · ·-:.. · 
·;·€~;<lesÜGi:to e;t '001aciones :füótógicas crundamentaimente insectos, hongos, algunos vertebrados y 

:c,·:;~·:!¡~2i:3;;~¡~·~1:~ '2;S:C.::7' . . 
:;;.;;:-"·malezas) 'que 1m 

·.:• :fisibtÓgico sino que puede alcanzar hasta la molécula de ADN, en cuyo daño 
, :~:~tr><: ·-

res·"ianto de tipo endógeno como exógeno (físicos y químicos); en el primer caso 
:,;~:f \!~~:~- .;; 

·;;;.>modificactón·en\sw,material genético por célula cada hora (Moustacchi 2000), de modo que mantener 
'V:~~}\; ·.:·}\'.t;!!:JL1.~f:}}g;f r:f~~~~~i}{)YJ~w:~f itf l_~:~~~~F~~> ->':;·\. 
~;::;. los 'genes''siri\alteraciónes importantes, es todo un reto para las células y de hecho se lleva a cabo, 
.---~·.--~ -:: ~:~~:/}I~{ff~~z;~Vb~i~~~l~¡f$;~K~~~;: ~-~·-.. _. ·:_' · ._: .. : 
·~ •. :: rriediantej,viírios\ sistemas de reparación enzimáticos. No obstante, la frecuente exposición de los 
!.-:::~?: ·,~~1::~_1?~J~~f#~~~p :~~~~~~~~¡z:~~~~~<-~~r;·, 
:;:,:'.!':j¡.fü¡~j&J'ri~''riiÍ~~'.;i~·;;;,taminantes ambientales (tipo exógeno), entre ellos los agroquímicos, hace que en 

-~?;~~~2k~ilifi~i~~~~;:;~}~_}fSY~~?~·;\~\~~~>~,;.- ~ . 
"~ ,'éiertas•.'ocasfones sea más difícil la restauración genética que después de cierto tiempo, da como 

~ :·::5 : .~ :~· .'':~J:·-~··'h.~~~· .. '.:;_:'..:,''""'• ,, .. _. .. -~" :r .. '.-':•:: ,- •• 

·::'-: ~j~J\~;t~~;:~~~~ó;oalgunos tipos de cáncer, sino también alteraciones congénitas y severos problemas de 
,:, '.; >·(. :~.~-~,{ : "· '·.:·,·:'·~·.: · .. ',._ '· ... · 

·/;;.«· . --•: ~ :c.:"i::~· .¡ ,.::_;e<_-,.~ ;''"·,, 

'.' ihtoxi'cation.c:principalmente en los niños de las comunidades indígenas- como ya han reportado los 
:·-:_.~;",· ,_·,;: :;J; ... ~:--<:,-_, 

:< ·2~ni;&~yd~ff~lud ubicados en las zonas rurales del norte y occidente de la República, en donde se 

!~~~t~;:~~~;;~e~~Rl{i~~~~!:E:~:::::::;:::~:::::~: ::.17u;:::~~ 
, .•. "\< -, . ·,··-:··:. '.<, :·~~·_ .• ·---.:-r~- ... 

: .•. :.,-: 
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quienes las ll~v~i~:ch~() yios má~ afectados, son los trabajadores(as) agrícolas y sus familias, ya que 

soritos encarg~dós direéiosde la preparación y la aplicación de los compuestos sin que las empresas les 
··.·;}';;~-J·,·'.~( . 

. otorgue~'·algÓ~~;tipc{~ci protección como las normas de manejo de estos productos lo establecen (OMS 

.·• 1990)·. Á~haá·(}~~}IÓ'ant~rior, la afectación de los recursos y en particular del agua, hace posible que se 

pres¿~:ciJ\;~~;llW~i6~~pisodios de intoxicación por tu ingesta de alimentos contaminados, que afectan 

con rÜás r~6~z'a''~ lo's inenores de edad provenientes de este sector social (OMS 1990). 
:··;~~ ü}:t. :'~ 
. : . , ~··.,_ - -

···--;,;,; 

El '~~fo~ue del presente estudio se restringe al comportamiento genotóxico del herbicida 

asulam, C:fasificado en el grupo de los carbámicos, que son ampliamente utilizados en los campos de 

cultivoén el norte de la República Mexicana (DGEIE 1995) sin protección para quienes los manipulan, 

además de que el deterioro que causan al medio ha conducido a que algunos de ellos sean proscritos, o 

bien que se les apliquen fuertes restricciones por sus efectos nocivos para la salud y el ambiente (Yin-

Tak 1983). 

Por esto, se requiere imprescindiblemente la realización de investigaciones que impliquen 

pruebas en plantas como la activación metabólica in vivo y de carácter genotoxicológico, enfocadas a la 

prevención d~ ptitologías provocadas en las personas por este tipo de agentes químicos y que además 
' ''. . .. . . ' ··-~'·'- . : . . ) 

V::,,; 

sirvan; c~rii();_Wse para la búsqueda de alternativas de control de plagas compatibles con el medio 

natural, tfat~~~b. de evitar hasta donde sea posible, la perturbación de la dinámica normal de los 

agrosist:m~s.i 

Los efectos genotóxico y citotóxico del herbicida asulam, ya han sido probados mediante 

técnicas como el intercambio de cromátidas hermanas (ICH) que permite la identificación de daño a 
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. . 

través d~ los c~u~iJ; piod~cidos entre determinados segmentos de las dos cromátidas que integran al 
.,,·_ -- ,;_ -_ _. ,, •. , .. ' _._ .... 

e cirolTlosoma,~lo ~ü:i1;~Ü~'été\1isuaJizarse claramente gracias a la tinción diferencial previamente aplicada 

,:~/~l:cro~~s~k'a}~~~.b~¿~h~¡ción con el ensayo cometa, el ICH requiere de mayor inversión de tiempo en 
:~:r:::.;:!./:j;\'.~:~··.f:~~{.(\,{if~~i/.~~'.\;Y:\L~j~:Y/S~~:\~·.)~~!~., ·_:~~~:><~'.:\(~y?-\ -~. · . . . . _·-~.:-, :'.:::::;~ . __ _ : 

···.·/Hcuanto•• .. a·'qlle';e(n~ces.ano.est•i•foulara.· ..• lo.s_ •.. linfoc•i.tos •.• para.su:proliferación y dejar pasar dos ciclos de 

'r~J#~i}~jW~j~f 1)\~.e~~,~~g; •. c~~ri~~k~ki~~~~;1j~rdei~do. ne modo que '' la técnica del 
. • ensayo cométa\ofrece·. una sensibilidad alta;\ relativa rápidez y reproducibilidad para detectar 

. .. - ,. - . " - . . .. ·:, ¿'::_:r.:·-~::-: -

rom~il11iento~ de una o doble hebra de ADN en C:élulas individuales, entonces el presente estudio 

permitirá verificar las ventajas de este método en los estudios de biomonitoreo citogenético de 

contaminantes ambientales. 

6 
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111. ANTECEDENTES 

111.1 Breve historia de los plaguicidas 

Aunque el auge de los plaguicidas se haya dado hace algunas décadas, lo cierto es que su 

aplicación para controlar distintos tipos de plagas en los campos de cultivo se remonta a la época 

antigua; la cultura romana ya utiliz.aba azufre inflamable para eliminar a los insectos y sal para modular 

las poblacion.es de malezas. En el siglo IX los chinos empleaban arsénico mezclado con agua contra los 

.in'sec~g~. poÚeri~rmente en los inicios del siglo XIX la piretrina y la rotenona fueron descubiertas para 

'ser aplicadas como insecticidas. En 1865 se comenzó a fabricar el verde Paris, una mezcla de cobre y 

arsénico que subsecuentemente, se usó para controlar a un tipo de escarabajo depredador de la papa. En 

1882, se elaboró un fungicida conocido como mezcla Bordeaux, formada por la combinación de cal con 

sulfato de cobre, la cual fue aplicada para reducir la población de una determinada especie de hongo en 

las plantaciones de uva. El polvo de mercurio fue desarrollado en 1890 como un tratamiento para 

semillas, años más tarde, en 1915, el líquido de mercurio fue utilizado como un tratamiento para 

proteger a éstas contra diversas enfermedades ocasionadas por hongos (Bohomont 1990). 

Una de. las poblaciones biológicas que frecuentemente ocasiona más problemas a los cultivos 

son las malezas, que en varias ocasiones crecen antes que la planta deseada y además, si los recursos de 

espacio y nutrición Heg~n a ser limitados, entonces ocurre una ardua competencia entre las especies 

(Cobb 1992). Es por esto, que a principios de la década de los 30 del siglo veinte, comenzaron a 

impulsarse y a utilizarse en los países más avanzados (principalmente europeos) los modernos 

7 



herbicldas si~téticos (Cobb 1992), que permitieron reducir sustancialmente las pérdidas en las cosechas 
- -·. -·-

y por'en~de, iái(ganancias para los productores, aunque Bohomont (1990) reporta que ya desde la 

primera <léc,adri ,del siglo XX se descubrieron y sintetizaron los primeros herbicidas e insecticidas 

,,·, IJrgá~icilJs:'é}u'~;pr~cedieron u cientos de productos comerciabilizubles en los 40, como los hidrocarburos 
~:____; ·:: ~-:.~~.-~~,.-_ ;: _: '.i~~~:C.~~·~lii,::>:: f!;. /:;,~--~:' 
;'./:,~iorados;l1ci87ro'sfátos orgánicos y curbámicos en los 50, en los 60 se desarrollaron pesticidas más 

~::: (~:c;-~·::~~~rr~:~:f :;:/J~~:~~¿I5~~:t}Xii~~t::t ~~--:> -: ~: ~ :. ;_ :· .· _ . . __ 
:''J:fo~pecíficós;biológicumente muy activos y que se aplicaban en dosis de grumos u onzas por acre, los 

.( .. :·~;::~i!::~¡~~:~~:~i';;·~:~J{:~~-w'.;<~~tf~!Hxr\!{t~~:·~ ,;·_;?:~-; -· . · · ·: ... :- :~ 
1\):~cüatés'ji.ricluíiin:pfrefroides, sulfonilureas e imidazolinonas. Fue tal el furor de estos productos en la 

...,:~~~f ·; :r:it~t~{~f 1}'..!~:;~~2~;;f~L~i~;~.:.~~<;~-;;., _._'.·,-;:;: -.· . . · 
,. '·~::/pnméruiffiitad det siglo pasado que se sabe que en los Estados Unidos de América por ejemplo, cada 

i;c,f !~~~l~f~Jl~d~ra en P"';c;d.,, era =uporado en una gananda de 4 dólare•; de manera ,;m;i., en 

:.::::'·~í'~eÍn'O;lj~ido, una libra empleada en la compra de ugroquímicos generaba 5 libras adicionales (Green 
~:.:;~'.;:_-~~~f~~::'.:j~~t~~:-~:~füY~~;~~ff~, '.<-" · , · · . 
'::i'.'et>'at:'::l987). De este modo, se suscitó un aprovechamiento económico y eficiente en el combate de 

'n1áiezás y también se logró disminuir en cierta medida las enfermedades transmitidas por insectos 

vectores, tales como la malaria que untes del uso intenso de pesticidas se calcula que 500 millones de 

personas padecían esta enfermedad, en comparación con los últimos años en los que se estima que 

alrededor de 2 millones de personas mueren cada uño (Cunningham y Suigo 1997). 
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111.2 Los plaguicidas en México 

El empleo de los plaguicidas en la agricultura mexicana, se inicia a finales del siglo XIX. En 

1898, ya se utilizaban 38 compuestos químicos; entre ellos se encuentran el arseniato de plomo, 

·arsénico blanéO; áé:ido'cianhídrico, aceto-arsenito de cobre (verde París), ácido carbólico, ácido fénico y 
_:_<--:~:,>~, ... '.~~,~> ., -~:_; :~~ ;,_,.~~-'~- ':~·;:---~-:;~~~;: .. :j}I~1:~'.:~;~0)~Y\1-~:'.:-,]\~~ _-.·.,";~~: -.-·, -. _¡'.._~ __ . _, _ -_.,. _ , . ... . ., .·. · .. 
·· i:'.sülfato'(de'(cobre1','corl°1cal\~viva;'(mézcla de.: Burdeos): És.tos se;'considéraban como "insecticidas de 

··::;·p:~t~~i1~i:,\'W~J~~:~~~-g.f~,~~Y~{~~t··¡t~~··s~gur~s.;•n1~~hds3agricGitÓre~·;prefirieron elaborar sus propios 
:;~_:::;~- :_::.-~--~~-:T::<~--~-;-~:.:·;)~i(.~E;~~:~~1%:~~~11~'1;::·~?;:~)~~\'.~;\::.·;· ~-<~ -~-~-'-"" .;.:~:~~-. ·.-.. ·- ---_. _! ··-·. · .·-- -

::remedios'(Resfrepo';IQ92);?;;,:é;:.· ~: - ... · · 
·-~ - ·· _-·??,::·~:_~;·-~:;·L>;~~~~={\~j~.~·i'.,~0;:~1:~~:t}::·t~<> >. ·-: ··« ·;: -·· 

·' · .. ·'_.,·,·. ;:,::·~~;/_·;J':;'·~·~'-;,~. ).~.:-_,,/, .:;\f:-·: '-::_ 
':. __ ,.. -~~ ·" :\}~~-:-',;R~?;y:·~~·>,~-, ·-;''.· 

' ;:.~~;~f,e~i'~~tgindustrialización en las primeras décadas del siglo XX no sólo influyó en las zonas 

'4:.-~.~~~s';'~¡~c; 'l,ilmblén en el campo, a~nque en menor grado; desde entonces el combate de plagas se ha 
;~;~>~:-~ :~:.t? .·f2~;~{ :;:~(. 

'.'< convertidóCn la acción estratégica de primer orden para obtener altas cosechas y ventajas económicas 

•;''~~~;~:l~sproductores. Esto facilitó la introducción de cantidades crecientes de plaguicidas a partir de la 

(r{ª~~~cl~ ~e'Ios 40, con una fuerte importación de tales insumos y también se impulsó a nivel local la 
_1::.~.~~·;·(::~-~~;~>y .. _., . ' 

~,;~J/~b~c#ión~ y f¿rmulación de numerosos compuestos para su uso generalizado tanto en extensas 
« "": ---:t· ···.'> :. -

:-··--:~-(;·_/·, ·r- -

{r~glon~s déagrlcúÚura comercial como en las de temporal. Su empleo intenso se dió primeramente en 
' ' i." . - ,., ·; . ' . ,\ .'·,·- " ~, - .• " ... - . . • ', --

"1d i '2~~~c,;:~i~od6nerós por la alta demanda que tenía en el exterior. Gradualmente, se fueron aplicando 
• , .. - . -· ,. < ..... , -~· . -

a los cult;t~s;1~:ü'~;aclÓs al mercado nacional. En forma paralela, algunos agroquímicos se utilizaron 

para controlar 1()~\'.~ectores asociados a enfermedades endémicas y para combatir diversas plagas 

domésticas.'~ast~ ,a~6:a, se tienen detectadas seis regiones de la República Mexicana en las que por ser 

emporio's agrícolas, se,ha abusado ampliamente de los agroquímicos: la Comarca Lagunera (formada 

por nueve municipios de los estados de Coahuila y Durango), las zonas norte y sur de Sonora, el 
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'-''-· 
,· 

Soconusco (Chiapas) •. eljiorte'de Tamaulipas, Tierra Caliente en Michoacán y Sinaloa (Valle Culiacán 
., . 

y v at te d¿1 · Fü~rf~rck~~~re~ci ¡992). 
-·. .,.: ;:> ·~"'~·¡'· ·1. '-!« ; 

' .. ¡>·· '~,·· - .·,;_,~:.. . 
~.)~'.~i-' ·:':::~,. ·, .:.;d.1 Lf~/: 

-··~:-:·-: :~::i~·.,";,:/ 

En et'.'üg?J~ri;'.~~ld~n~·;aproximadmriente el 70% de las aplicaciones de plaguicidas se realiza por 

~:~- ; ·_:·.·~: ... ~-~;:'c"_~~L-::~:.;1:11~~~t~~~r;;):~:-.;is>.,:-::.:~·~,~~. -: ._ ·'-- __ .. > . .- _ -. ·"·> ..... -· :>:,: 
vía aéreá; etrrésfó'es.fferresfre~ con trácforcs/mochiliis portátiles y bombas de mano. Para efectuar los 

- ' . -; ·'.~-:-i:: ~-~'.;~~:'. {~~.-.;;:~;~:~~].lif i~~~t{~1l{~ti~J(~:·;~~!:f .:~~~:%~;-~· ~-~j?~(·~~~·".·_-;:- :{:~:/t/;jt;:·::;:;;~~< ·~:.6if >.:~-::' ~¿~;,; :.:·,,·.-! . . . .. _._. 
vuelos se·.C:üe.ritá': prfüdpalmente ,·con} la'.. Federación >de\Asocfacfones de Pilotos y Propietarios de 

-· '.:'.-~ ::.~:·._.: ::.~:.~- 't-~~:;{~~r;~:'.·~~~l~~:~.f ~~I~;~~M~-;~.~;~~{~)§~:\·;~'.;:{;Jf3::-~h;~>~;;;~:P~-~~;gi'f f~}~'~\::'.~~\'.J~ 1:.!:W.~t~,~·i~~~1:~,;::)·~ '· . - . 
Aviones Agiicéita's ' • .... a~República'Mexic'aniíXcoh ét: fin"de milnténer los monopolios locales y evitar la 

. competen~ia'fü¡¡.;~Nl!¡*~~ti~~~ili:~~!l~~t aplicación aérea tiene la ventaja de la 
rapidéz y· ta relátiv~{preCisión•(sóbre:tós: cultivos;t¡:ier'o. puede ocasionar considerable contaminación al 

'.\") '·~, -,:-;,'.7;1';,:~:ft~;/'~-·::·~'.'.· ·-s ~'.'~ :: :,' .... :.··,:' :·.(~:,:-:.- ''.:' ·'.'' . ro:,• 'e'.\ 
·•• - ·e:::-- ' ,;, 

ambiente y probteil)as((le ,intoxicación severos a' los pilotos y trabajadores agrícolas migratorios. La 

aplicación tefi'.est;e,~bu~a un p~rcentaje menor, pero tiene también ventajas y desventajas. Con ésta, es 

posible reducir la contaminación generalizada, los daños a otros cultivos próximos y el desperdicio de 

plaguicida, además de que es menos costosa que la aérea. Se aplica generalmente a los cultivos de 

hortalizas donde las plantas son pequeñas y Ja aspersión es directa, pero en cambio es un grave riesgo 

para la saludylft seguridad de quienes intervienen en dicha operación (Restrepo 1992). 

uria b~~ri~p~rte;'cte la p~opiedad agrícola en México pertenece a la iniciativa privada y por tanto, 
,;.>'.{;:'._: .. >:,y_~::>~·~,_"-,(:t~·.'; (~;o: 

··requieren de mano'de obrri':b~~at:(siendo los trabajadores agrícolas adultos, adolescentes y niños el 

sector que padece con mayor fr~cuencia las intoxicaciones por plaguicidas, debido a la carencia de lo 

más indispensable para la realización de su trabajo y por si fuera poco, recibiendo salarios miserables. 

Por ejemplo, en los campos de tabaco en Nayarit se comprobó que los aplicadores manuales carecen de 

cualquier equipo protector, incluso de paliacates para cubrir la nariz y la boca. En otros lugares como el 

valle de Culiacán, los jornaleros aplican el agroquímico sin camisa y con la cabeza y la boca solamente 
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cubi~rtas'~()~ pañuelos. Algunos con las piernas y los pies al descubierto, de modo que al fumigar 

. CJ~eda'n:,IJl.i.ñ'~clos con el herbicida. Muchos de los trabajadores desconocen lo que aplican ya sea porque 

'n6' s~b~~ ·.leer, los envases de los productos no están etiquetados, o bien por no ser instruidos 

pre~i~~ellte (Restrepo 1992). 

Así pues, él riesgo de envenenamiento se presenta principalmente en los peones o jornaleros que 

se ocupan de la aspersió11 manual o mecánica y quienes efectúan el bandereo (personas que guían desde 

tierra a los aviones·. fumigadores). Otros trabajadores que conforman un grupo de alto riesgo son 

aquellos que laboran en .las plantas formuladoras, que presentan condiciones deplorables: poca 

ventilación, los productos utilizados (principalmente polvos) se encuentran tirados en el piso y forman 

una nube cuando no funciona la planta (Restrepo 1992) y peor aún, como es de esperarse en el marco 

del capitalismo: las empresas no dan ninguna protección física ni prestaciones sociales a los obreros de 

estaramaprodfC::tora y desde luego, esta no es una situación particular para México. Por ejemplo, 

, . reci~~Ú·~~~t~:"~~t·~·i~o público el caso de uno de los grandes consorcios fruteros en Ecuador, Bonita 
,~:~:;.(~~:: i}; .).~N ~ :;'. ~~~~~r f ef };~~1:;~ ~·'.1~J~~'.;~:.f :~t~~~: :f f ::-~:·:'. : .. , 
;c;;\~B,~11a~~f.~l.~ü¡¡I;~~~é amplio uso de la mano de obra infantil con jornadas extenuantes de hasta 12 horas, 
: _·.·~~;"~; ~.~::~-~:·,:t ;0~~i.r.~: \~:~y;~ J.:~~~;.;~~t~i~l~).f:· \ _·. S:} fil~l1i~-~\~rt?0.t~~~:una serie de pesticidas sin los instrumentos más elementales de protección y además, 

<' J:!,;l:í~ich'f;:ri~J~ di~ponible viene de pozos muy contaminados, causando fuertes padecimientos 

gasí:roilltesti11aies (Grupo Internacionalista 2003). 

Ciertamente, aunque se sabe por investigaciones de profesionales y por los periódicos, que los 

casos de·i~toxicación en los obreros relacionados de alguna manera con los agroquímicos han sido 

númerosos, son relativamente pocos los que llegan a registrarse en los centros de salud, ya que la 
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mayoría de r~s areci'ádo~ºº n1G~r~~~érUos centros hospitalarios sino en sus hogares, desconociendo 1os 

En México, se tienen registros insuficientes no sólo con respecto a los daños a la salud humana, 

sirio también.en c~anto a los efectos al ambiente, pues se desconoce con precisión la magnitud real y 

potencial•de los .. desajustes ambientales al agua, suelo y aire y sus consecuencias directas sobre la fauna 
º-."o " 

.:::'." ·.~: .. ·::,:<_ :.:- /::;:;¡\.i,~(fi:);fi?~~'·':•>/:~<:~_. -~ 
y la•florá;de'~i:!~::d6.ter_minada región. En 1982, se dió a conocer que en cualquier mercado del D.F. es 

< ·.~;,~-~,: /j':'·~:' ;,e·'.'.;.<- >,; ';~ 

pÓsible coni'prar pescados de agua dulce con concentraciones de plaguicidas hasta cien veces más altas 
:··;·-· ->- ··:· ·;:- :;·: .".-,_-. ·. ; ----~ - -~. ·-~··:·-.'. ,:-:·;; .' .: .-

que las ~~nsíberacl~~ ~~mg ajáximas aceptables. La leche de vaca y sus derivados (queso, crema, 
· - ' '· · · '·e -,,·''.:i<,-\·' · · 

mantequilla) exc~deh:en)~tiJs
1

'~d~i~nesd.el país los niveles de tolerancia establecidos por las normas 

;nternadonale' e~ ,;0;R~l,~J(~(~Í·hfüagcoqufrnko,, en tanto que Ja leche materna puede aleanza< 
hasta diez clases de.coritáriiinantes;'~entre·ellos DDT, DDE, epóxido de hcptacloro, dieldrín, BHC, 

< .::_·~_:;~~Y:.\~,sr · fX~i.:.:~t~;~rj~~t~:;-:\:s~~:;:·.:"-_ -. 
algunos de los c1úiles·en: a. a''dé"los.·so:dieron a México el primer sitio en el mundo por tan altas 

-, : . -. -_ -:.: .:-r -.:;'.~ _-;i~·~~~ :.~~:~{ ¡;~:~~:·.~~;S(~f~f~~~-i~,~~~~~;.k\'.;~if ;:;:~:~{f ;;(~f f )t:~/:f i~~}'.f };~;J:;~~t;/{C, , ; , 
coné:eritraciones:HAlbeit~l98 l)Y''Estudios'±rnástrecientes realizados por Waliszewski et al. (2002), 

; -.",-:, ·;;·.~"><·r:-~ !. :,._:·:;,.:.'\''::; ,:·~~1'.-:~---~- "'·; '.·.:_;_i:< :>~ .. ;: ~ -~-;,~,'·~<-:-~>~~~::{'.~:', , ·· ·. 

durante ~I p~t1c)a() )?97i19~9~n 'élest~clÓ cl6'.Veracruz, siguen revelando la presencia de plaguicidas, 
•' ... ,, .. ·. 
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sobre todo de DDT en suero sanguíneo (ng/ml), tejido adiposo (mg/kg en base lipídica) y leche materna 

· (rng/kg en base lipídica), pero en comparación con otros países tropicales como Brasil, Nicaragua, 

· Kenia e India, los pobladores de las zonas tropicales de México no difieren significativamente en sus 

.· :·.~i~eles de ~ontaminación (10.5 ng/ml en suero). Los análisis de la leche materna han conducido a que 
'·.' ' : ~ - . 

_:;.¿_,~s~e~,hli~e~t~ sea considerado como una muestra adecuada para medir el nivel de contaminación 

. ~Jfuilná~il1; I~~ :hstudios épidemiológicó~l'~~~i~Ü~· p;~~ la producción de leche el organismo utiliza 
. -, . '''••':.-· . ·.. , . 

. __ ,.,_ .. ;. - ·: . 

·. prlrié:ipalmente las grasas endógenas a las que se adhieren compuestos muy lipofílicos y persistentes 
•· .. ··-· -,. ' 

como es el caso del DDT, que posteriormente es liberado durante la lactancia, constituyendo así una 

importante vía de descontaminación materna (Waliszewski et al. 2002). 

La contaminación del agua, básicamente en mantos acuíferos, lagos, esteros, lagunas y mares, 

constituye un riesgo constante y en algunas ocasiones una realidad sumamente nociva para los animales 

y las comunidades humanas. Estudios realizados en uno de los emporios agrícolas más importantes en 

el país, como es) a Comarca Lagunera, en donde fluyen los ríos Nazas y Aguanaval, se ha detectado una 

fuerte contaminación por compuestos organoclorados provenientes de tierras tratadas con plaguicidas. 

·El efect() de ~~tos.·compuestos en los ríos es notorio, pero sólo se informa de ello cuando ocurre 

· : m~rtandad de peces y de aves. Sin embargo, los insectos, crustáceos y zooplancton mueren también en 

grandes cantidades (Restrepo 1992). 

Dependiendo del tipo de plaguicida aplicado a un terreno de cultivo determinado, en múltiples 

ocasiones el suelo absorbe una buena parte de éste, que puede llegar a niveles muy profundos como son 

los mantos acuíferos, lo que implica un considerable riesgo ya que de esta fuente se extrae una gran 

cantidad de agua para beber y en las labores domésticas. 
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Las regiones principales en las que se ha denunciado la presencia de plaguicidas son las lagunas 

del Golfo de México y de la costa del Pacífico. Otro buen ejemplo lo constituyen las lagunas y las 

bahías de Sonora y Sinaloa. En la primera, las más importantes económicamete son Bahía de Lobos, 

Bahía de Tóvari y el complejo Yavaros, que se integra con las lagunas Yavaros, Moroncarit y 

Etchoropo y constituyen la desembocadura del río Mayo'. En Sinaloa, la Bahía de Altata-Enscnada del 

Pabellón, dorid~ d~seml:>oca eÍ do Culia~ári; y la Hi.JÍzacha-Caimanero, receptora de los ríos Presidio y 

~~l~arie. ~~ tr~ta de la~ zrinas d~ mayor explotación del camarón, la especie pesquera más importante 

para exportación. Existen otras también comerciales: la lisa, la caballa, la platija, la mojarra, el róbalo, 

la almeja, que son todas muy susceptibles a los plaguicidas y pueden acumular sus residuos a través de 

la cadena alimenticia, lo que significa un peligro para la salud de los depredadores y por ende del 

hombre. 

Otra de las pesquerías que tiene México es la del ostión, que es afectada por la gran 

contaminación de los esteros donde se cultiva, lo que provoca la reducción de su crecimiento, del 

> tamaño'~e·~t cÓncha{Iomásgrave, en vista de que el ostión es un organismo filtrador que capta su 

···~l'~J~;~~~S}~~~~~~i~h:::, :::::::~::::::::::~: ::.~:,~::.,::mo ocu= con lo• 
_ : ~1·ii~'~tO(!f.1,_(!J'"ºPl~w~~~n es también muy importante, porque constituye la base de la cadena 

·'.· ' .... -->,-~, ;)::·: ::' .. ':.~~~.i~/::-~t~?-j:.~~~fYt/S0t'.·~r0;Y:~/X;;~i:~~'.~,_f::~·--: '_ ··: 
t~Ófiéa en 1Ji·sist~$'as;~a1cSádg6s't:>fe~.más susceptible de recibir la acción negativa de los plaguicidas. 

Entre los efec~~~ ~~t~~f~~;·~~i/~uestra el fitoplancton están: la inhibición del crecimiento y de la 

respiración, la reducción de la fotosíntesis, la inhibición de la utilización de carbono en la fotosíntesis 

(Batra 1982). 
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Con respect~ a la contaminación de los alimentos, en varias ocasiones se han rechazado los 

productos agrí~()las en el mercado internacional, sobre todo por los Estados Unidos de América, cuyas 

autoridadés_s~,~i_tarias han encontrado residuos considerables de plaguicidas. En algunos de los casos 

más pro~i·ri~ht~s de pérdidas económicas por esta causa, los productores argumentan que en buena 

~- _ .> .. :-... _~·:' '. ~~-~:~L·:~~~XL?jt· .... _'~ 
rriéaida· 1ar'iiistaiiC:ia responsable de estas devoluciones de exportación es BANRURAL, que en 

. ocas;'~~~:tJJ~J~len'da "incorrectamente" la aplicación de plaguicidas muy persistentes y pese a que no 
._ ' -- .,( ... ,.,. ... ·. 

s~ a66nseja. ~l .jon~umo de los productos agrícolas analizados, éstos vuelven a ser comercializados en 
·. .·.·-

todala Repúblicafl<ee.trepo l c¡·ci:Ó. 

El uso de productos químicos en la agricultura, la ganadería y la industria, origina problemas de 

contaminación en las ramas alimenticia, textil, cosmético-farmacéutica, vitivinícola, etc. Entre los más 

susceptibles de contaminación figuran cremas emolientes, lubricantes, cremas faciales y para manos, 

medicamentos oleosos para el cabello y pericráneo, aceites laxantes, pomadas, aceites vitamínicos, 

diversos cosméticos, alimentos enlatados, jaleas, aceites comestibles de cártamo, de oliva, de coco y 

algodón> Por supuesto, también las verduras, los cereales, las harinas y, en consecuencia, el pan y la 

tortilla. Otro alimento que entra en este conjunto y que es considerado como básico es el huevo. Si bien 

estos prodúctos no alcanzan aún niveles alarmantes, se sabe muy poco sobre las consecuencias 

pr~sentes y~futuras que tienen sobre la salud de la población.(12e.s\;erc 19 q j_) . 
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111.3 Metabolismo vegetal 

A pesar del gran avance que significó la implementación de pesticidas para optimizar y reducir 

los costos de producción en la agricultura, por mucho tiempo se desconocieron los efectos de éstos 

hacia los propios cultivos,'9ri el sentido de que las plantas poseen sistemas enzimáticos que permiten 

realizar su tiansrC>rrii~ciÓií metabólica en compuestos genotóxicos. 
' - ._ ·-. , _, r -- , ~ ... -•.. ,. 

',' . :;'._:'· ' . >~--: ' 
:Plewa (l978{4e~árrolló un método para evaluar las respuestas mutagénicas de varios pesticidas 

en presenciarle. un sistema énzimático vegetal y acuñó el término de "activación vegetal" para definir el 

. · prbce~~ iiV~JC:2~ifü~.·~;i;.iTillt~~6~o es• activado en un mutágeno por algún tipo de acción biológica a 
' ·, ~-: ::·~~: :- .:· ':.::: ._;:;: ~ >:;~''.,-' :-.~~ ~-~~:~;'. ';)~'~:,~f: ?~~~f i\-i~t~:~;~;:_~~i~f tl :~f ~.~~~:?:~~'.f~:;-:;~\~~ :~- -.-i;\-~.: ' : 
\i.travésde~~nsist~mavégetal,(Ple\Va)'Gentile 1982). Los agentes químicos que no son mutagénicos por 

'.',;,:~r,:'.~i;~:;s}~~;o;q·~~~~~~~iffr~~~~·:.fa ~~tivación metabólica previa (ya sea de plantas o animales) para 

produÚr t~I efeci~.('~'~k}J;~ominados promutágenos o mutágenos de acción indirecta (Plewa 1978, 

Plewa y Gentile, 19S2(La activación metabólica en animales fue primeramente conocida con la 
. - -·· -

fracción rnicrC>~ó~ic~ S9 generada por las células hepáticas de los mamíferos, la cual es capaz de 

conve~ir;~l~~~~~~:Üímico en un compuesto genotóxico que, sin embargo, puede desecharse mediante 

/;ib~:~l~terriá;s::~~·'.~~~reCión que poseen a diferencia de lo que ocurre en las plantas, que cuales almacenan 
-. ~.-i:~-~F{·~)~~t~~-x:·t~~:¡~'.:~-,~,~~t~~:-:{~t~-~?~·'.:i::~~~,; ~x'.~-:,; '. - -_;- .. · 
·, :''•sús'.·'metabolitos;\,jricidiendosustancialmente en el flujo de energía, ya que al ser digeridas por los 

·:~~ ~·::~ . .\:.}: .. ~·~¡:~+? ·;:.í~5 .. ::rif1l~~r~l'f ;~·'~I,~i'..·'.;:''.-· .. ~-::-: . _ ,.· - _ _ 
: animales;;,e, inclüsoipO:r:.:elJ.hc:imbre, a la larga puede tener efectos genotóxicos considerables que 

... :~ tr-· Y/'.:~:-~\'. J:~'.l .. /:_:/.i;~, :';-:-,.~~ii~.~~-:J~~~/;~~~~f~~~:-~~:t~~j:;l ;.-tA~-~ :· ::'.::: .. : :· <: -~· ~ 
posibleiriénteJavorezcanJá iniciiidón de procesos cancerígenos (Calderón-Segura 1993). 

. . .• . • . • , !~ ~r%;:·~;\·f:~.'.!~y::~:r,.:\:. ;; . 
.. - ·' <.<-'". >-;:1::..,,'.>i,-·::-i 

::::-:~::·,:;}>·>-'- ·:;.!··1 

.Los pr,od..pC:t{}s,t~xi~os que se generan en las plantas a partir de este proceso, dependen de 

factores como el' tipo decompuesto, las propiedades físico-químicas de éste, la concentración aplicada, 
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las rutas metabólicas, entre los principales. Incluso, la toxicidad puede incrementarse, disminuir o bien 

no afectarse después de la activación (Zilkah y Gressel 1977, Hess 1985, 1987, Sterling 1994). 

Los 111~H~~os.quc: se han desarrollado para el estudio de la activación promutagénica vegetal son 
. ,,., ·.:·:.~-.-~\ 

fürídarnenfülfuent~':c<lcrs:'in vivo e in vitro. En el primercaso, el agente químico es introducido a una 
. - .. ·- -",. .. -~· .. , - _,-, . 

~ .::,-: ·;' ',\" 

. phínta'v(~á illtacta,':si,ffi,ulando las condiciones de un campo agrícola y cuyos extractos son después 
.. 

agregados a ~n 'cultivo ·celular; en la segunda situación, el plaguicida es coincubado con un 

homogeneizado vegetal o un cultivo de células vegetales con o sin cofactores, y finalmente se lleva a 

cabo el análisis .bioquímico y genético de los metabolitos a partir de los tejidos vegetales o cultivos 

celulares (Ple"'.'ª (!t ál. 1978, 1984, 1988, Wildeman y Nazar 1982). En ambos métodos, la acción del 

metabolismo •.:vegetal sobre un mutágeno potencial puede ser evaluada con microorganismos 

indicador~~ c.8in~ Salmonella typhimurium (Plewa et al. 1988), Escherichia coli, Aspergillus nidulans 

:'(~~?t~i.i<~(S~~S), Saccharomyces cerevisae (Loprieno y Adler 1980), o bien, células de mamífero, a 

; fiA:·d·e:::~~~flz:ar su actividad genética y sus propiedades genotóxicas. Con estos procedimientos varios 

·· pestiddas como aldrín, dial ato, 2-aminofluoreno, fenil urea, etc., pueden ser activados por los sistemas 
¡-· -. :·o . .' 

enzimático.s de las plantas a compuestos mutagénicos específicos utilizando extractos y/o 

·· homogen6i,zados de plántulas de soya, maíz y cebada, raíces de haba y cebolla, bulbos de tulipán y 
'···J, 

callosd~;tabaco como metabolizadores (Plewa 1978, Scott et al. 1978, Constantin y Nilan 1982, 
:-'.:;·.: 

'..T~kehisa et al. 1982, Wildeman y Nazar 1982, Takehisa y Kanaya 1983, Higashi et al. 1985, Takehisa 
' •;··- .. " 

' l~¿6,·seC>et al. 1993). 

, Uno de •los sistemas biológicos de prueba más sensibles al efecto de los plaguicidas (Gómez-

Arroyo et, al. 1992, 1995, Gómez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1995) es Vicia faba, considerada como 
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metabólicamente activa debido a que contiene la fracción enzimática Sto (Takehisa et al. 1982, 1988; 

Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa 1986, Gómez-Arroyo et al. 1995). Takehisa et al. (1988) fueron de 

los primeros"en utilizar extractos preparados a partir de las raíces tratadas con promutágenos en Vicia 

faba, sobr~'cél~l~~:~~ári~as de criceto chino en las que evaluó el daño al material genético aplicando la 

~'.'¿]~;~t~f~f~~~~~~~~~t;t"'he~anos (ICH). Eooon1roron que la ddofo•fom;da y el ehleno 
:~\ fúefoTI áétivad~~;por)'idii':fabáfesultando en un aumento de ICH, incluso con efecto dos veces mayor 

.tr),~i-;'W~~{!}~i~I~t~~~f fj;~F:~~·~f S~l.~t~ ·. t;;~;;~t~~-::~<·:!-. . .:-. · . . ·y; que el'testigo'riega 1.vo. 'etanol es un promutágeno que primero se metaboliza a acetaldehído por la 
~ ~· :i. · ·~_:· ;- ~~? -·~~~~~1'.:.~~~~~1;:~~~~~:~~~~~f'.:J?;~~ry~~1~~t} z.¿;~:0::~~; :~·. ·. ·. 

, , .: acción de la enzimá citosólica alcohol deshidrogenasa (ADH), que depende de la nicotinamida adenin 
:;o_-,;;~<·:.'.:·:.~~~~O:'.~i:.~;~~~:~!~:~li?i~~;1fl§.{X.~~~~~'t1~~~-:{'·.~~f:~?-. ~:··: .':. . 
; :diriucleótido;i(l':ol-.i~DEcomo cofactor; se ha detectado que esta reacción ocurre principalmente en las 
: :--: :_ .'. >~ :~·:·;'.~~;;,~;\~~s1~?f: ~~\~~-~i:]?.1:~~~;_j~i0i'.~~~);~~j-~ r ~ :::·-._<: · . 

. ,: , ,,.ffiitocondrlas:y'en·ercitoplasma y que es justo el acetaldehído el principal inductor del daño genético en 
.,,"··: ·~) .. ·,:' ~-.. ~ .. ,¡; -;/t-;·.:_~ :¿~.:):.·,:_:::' .' 

·" J ,,. 1ih
1Í d8iiO"S·,·11t-~a~OS ·ifi Vitroe 

.. •' > _.;. 

'e Para qúe la biotransformación de los plaguicidas pueda llevarse a cabo en las plantas superiores, 

se requi~reri,t>ásicahi~~te:reacciones primarias (fase 1), secundarias (fase 11) y terciarias (fase III). Las 

»~i~~;J;¡~~[f ¡;::1{:,;n~olueran pnxew• degradodore• Y que puedon achv0< o dmct;m ru 
:Ji~compuesto:onginál;;tálés·;coinoJa oxidación, la reducción y la hidrólisis; en tanto que las segundas son 

~::~;~_':#~-rt:.}:q=,~1f:; -·_ i(~'.fl.~W*~~r:: . . 
:5f;smtet~casjy;q , __ \~)a\formác1ón de productos conjugados con nula o baja fitotoxicidad, pero con 
-: :{:t::~·z:_._~·'.\~'.{::-'.~~;.;'.·;-~~~~Y~11::~f,~;~f:, ... {~~:~~.~:~~f¿j_~~~~;_i~~f-~/:::;:·:;.:: ;·. -~ 
\~/,altá'.'¡)(>laní:lád~y~p()r;;ende,:muy solubles en agua, con movilidad limitada y predispuestos a la acción 

; '.~~l;~~~~¡f ~11¡~*jl~j¡i~\e' de fore Ill. En é"" úlhm.,, lo• inlormed;orio• 'º" ev;denlemen1e, 
> :'·conjUgados,pnñlariós':q,·~~ecUndarios de residuos insolubles en agua, que pueden ser incorporados a los 

. --~ ?_:'..::., .;. :}.:.:; ... :_¡:~{-:1.;:;~--:~_~r'.-~:HB;;:~f ;;~~~}~{~~~}):~~:1~:,~:~:,'. :;: 
. orgatielo~ celulai:-~s;;llbiC,arse en el citoplasma o adherirse a biopolímeros de lignina. Es posible que no 

:· ::.ª~'~t€~·~~f~~~:rn§~~~~i\cualquier forma se desconocen su destino final y su actividad tóxica 

'· (Shi~~buk~r~ ~i ~i. 19S i, 1982) . 
. ·"¡ - , . 
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Tanto en plantas como en animales, muchas de las enzimas involucradas en el metabolismo de 

fos xenobióticos se localizan en el retículo endoplásmico (Menn 1978), sin embargo las enzimas 

• <ve:getált':s también han sido detectadas en el citoplasma y en ciertas regiones de la pared celular 
·-,,:'; 

cs~Ticlermann 1988). 

. . 

Las reacciones del metabolismo oxidante son catalizadas por las oxigenasas de función mixta 

(OFM) que inl!ért~n un á!Omo de oxígeno a partir del 0 2 para producir agua. Estas enzimas son la P-450 

(cyt p:.:45º) .. qu~:pertenecen a una familia de citocromos denominada así porque los complejos que 
. ,_. ¡\". -.-.,- __ -.·~:-.":,: .. '':> ·; .... :;/> -

:. :{ro~rir\'f~~·-~oeXógeno tienen un máximo de absorción espectrofotométrico a 450 nm (Stryer 1995) . 
. . . :~~ -'~'-; :: :_;_.f!:<i·.i·; '.,_~~-~-~-~ -~;;~Í;;~·:,.;~, ~-:-:;~--~ -_:;~ 
·~:mi·citoéi:omo·P-450 es el componente terminal de una cadena transportadora de electrones que se ha 

:; ;·::/'{·:.:_: ~-~~;~?~ ~.V.~:~~t:f~~~-:;~·-\: :··! ·. ·' · · -: 

·¡jJ:localizado:en las mitocondrias de las células de la corteza suprarrenal y en los microsomas hepáticos de 

·--~:.;:,·:j;~t'~h¡:~~i~:s (Stryer 1995), mientras que en las plantas se ha detectado su actividad en los microsomas 

• .'cl~lnÓs de 30 especies vegetales (Higashi et al. 1983, 1985). Aunque es una molécula análoga a la P-

. A5o''dé'Jos mamíferos, en los vegetales presenta una mayor especificidad a los substratos y en los 

. ma~íferos_ es más heterogénea. Asimismo, ha estado implicada en la inducción de metabolitos 

··se~undlJ~~ .á!-le fueron mutagénicos y originados a partir de un promutágeno. La enzima requiere como 

,, sllb~t~~to ~sertci~ral oxígeno molecular y como substratos secundarios o cofactores, la nicotinamida 
e:\,:,:.~:.': O < - J.••• ',.,, ·. ·. ~ • ¡ '_: ; 

· 'adeninh dlnuCleótido fosfato (NADPH) o la nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH), que 

constituyen la mejor fuente de electrones; mientras que en los animales es el NAD (Frear et al. 1969, 

Higashi et al. 1981). 

Otras de las enzimas que intervienen en el metabolismo primario de algunos agentes químicos 

son las peroxidasas, cuya actividad provoca la formación de radicales libres como el peróxido de 
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y el oxígeno molecular, que contribuyen a incrementar la mutagenicidad, ya que los 

:·~~ informedianos que se generan interactúan directamente con el ADN (Yamasaki 1974, Lamoureux y 

;,'~;::~;e~r1979, Donh y Krieger 1981, Plewa et al. 1991). La hidrólisis es catalizada por algunas hidrolasas, . -'-··-·-- ."'' 

'': .. :'··:,·-;.·• ·. 
</0 ~s.ter¡¡sas; amidasas, 0-alquilhidrolasas, etc. y representan mecanismos de degradación general de 

C:ónipuestos xenobióticos en animales, microorganismos y plantas (Menn 1978, Shimabukuro et al. 

1981, 1982). 

En el metabolismo de los compuestos xenobióticos en plantas, la conjugación representa una 

reacción de desactivación y de desintoxicación e involucra la interacción de los substratos endógenos 

con los productos derivados de las reacciones de fase l. Los substratos endógenos pueden ser los 

glucósidos (conjugación con la glucosa), el glutatión (o hemoglutatión de ciertas leguminosas), el ácido 

malónico O-glucosa, los aminoácidos (Shimabukuro et al. 1982, Lamoureux y Rusness 1987), la 

lignina (Sandermann et al. 1983), las pectinas u otros polisacáridos (Lange~bách et al. 1986), activando 

así a los promutágenos (Shimabukuro et al. 1982). 

El último paso de la biotransformación molecular tanto en animales como en plantas, es la 

conjugación (Higashi 1988). No obstante, en los vegetales los conjugados son polimerizados y/o 

in. coÍporados a'.s.·.:u.•·. s. '~omponentes estructurales, puesto que no cuentan con sistemas excretores para su 
' '. . ' '· - ' - '·' " -' 

•1:r:~ti'i]i¡fi~¿fa~;;~tjrie~'do la posibilidad de causar daño a la propia planta, o bien sólo almacenarlos hasta 
o;:~··:,;• ;~;,~:_;•\,"/'.l~'?'-·';:!;:.~,;·:-.:y;;:;;·:' ., 

' (4~'6.'ril~:;i~ dlg~ridas por los animales se liberen en el tracto gastrointestinal o en los órganos de los 
. l; ... : .. ?·-. ·~""' .. ·~·~:-·: . . 
• :.~; '.'- .• '• --,~- '.-r.:• '· 

'\,: mJs~os:>Los productos primarios y/o secundarios pueden ser compartamentalizados en vacuolas, 
:.·_.-. .' ... ?,{ 

•Y.•trañs.f~ridos al espacio extracelular o a la pared celular, en donde pueden unirse a ligninas, taninos, 

pectinas, polisacáridos (celulosa, almidón) y algunos polipéptidos (globulinas) (Sandermann et al. 
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1990, Sandennann 1992). 

111. 4 Carbamatos 

En condiciones naturales, los . carbafiiatos ·son compuestos que provienen de uno de los 
:'. ·"·,-· 

principales alcaloides -la fisostigmina- de unapla~ta deno~inacfaPhysosti~mina vene11os11m, que es un 
. -~ ., - ' 

inhibidor de la acetilcolinesterasa. Con base en · fa .. dilucidación de la estructura química de este 
·. . -'•·,'r ' 

al,caloide, tiempo después se pudo sintetizar industrialmente partiendo del esqueleto básico del ácido 

; . c~rbámico clel dióxido de carbono (NH2-COOH). La estructura química general de los carbamatos es 

como sigue: 

o 
11 

R'-N-C-0-R" 
1 
H 
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biológicos; en virtud de que son ligeramente solubles en agua pueden diluirse en una gran variedad de 

disOi~~ntes. So~:sensibles a la luz, al calor y a la oxidación, razón por la que se consideraba que no 
' < ~-:'. ~· -.:.~:·:~·> 

represent~ban:friu'cho riesgo al ambiente (Moutschen-Dahmen et al. 1984); debido a su baja toxicidad, 

" évfaa~~t1J~~~iEJ~~;,:~ft::X~~i°c'~Y ,~ <ápld~ degmdodón Pº' o<ganl•mo• no hfanoo. Sin 
;embargot(lesp~~s c:te'l~'.~,egll!:1~ªc9uerra ~llndiaLllegaron .a .tener un papel relevante (Audus 1976) sin 
·- ·· /:, ~:.:::~ > .:::il:~~{~_::'.:~~t~:'.;5~~~º ;¿:.~t~~?;~~~~;~J-~ ,~:f ~~~J:s ~$i~};:<r~:;~:~{. :.~1:¿J.~~ ;:~~s~:.-~-~~;:~; ;·t:;~ :;;~r~~; /#I;~;:/i::;:#f t:~~-~~·_.~~ 6GI:~\ · -~:~.~-' -
,- · tíllcer_~inUChO·,~hii'iCll¡JiéXerl':Jüs»·c-c1nsecUCriCiris~··pafa\la>:s·á1Ud~ .. y.:.e1 ;mediO. Los primeros experimentos de 

·>. :.•.,• :di: ; .. :.;.i;;~~·;~'@';~;;~::;';/rn:'''.:' '.·,. Y O: ·· ...•.. ·. . · ... ·•· ,·. : • . , 
metabolismo:vegetalreahzados'coneste tipo de agroqu1m1cos datan de finales de la decada de los 60 en 

;:.:~~f ¡~f ii~f ¡: ~~ ~:,~::)·.:::::,::~~ =~~:~:l:ndi~:::o:u:::e:~::·.~::::: 
~~t~b~Ú~~~:'.~~~¿·t:~¡;;is¡·¿~do las moléculas acumuladas derivados polares y residuos sólidos insolubles . 

• • <. •• ·;:. <>·_~·,:tfi'.'.:>'::;,.;:~::.-.··~::, .. :,._::¡ . ! 

L~ té~nii:~ ci~'d~.tec,6i:ó~'de éstas se hizo a través del marcaje radioactivo de los herbicidas con 14C. Se 

demostró qUe ,tan~i la' raíz como los tejidos de los brotes tienen la capacidad de generar estos 

conjugados. 

En México, este.tipo de plaguicidas son de los más empleados en la agricultura (de granos 

básicos, hortalizas, t~t~Jes~industriales), preferentemente para eliminar insectos, nemátodos, hongos 

y malezas; de igJaf:;f'()~a:'se.iíplican en zonas comerciales, el hogar y para el control de vectores en 

· salud pú~lici(~~';i~~~~~~t~l'.~~~ith Criteria 1988). 
. ·-: ·. ·;:.> :;·\,_:.,: · ·. {"-:·:i·>··~:-~;·~·,-~ ~,'\=::'<-i?/;·~y~t:-~··'>:-:·:. _._::: . -.. :-;"-:·;:: :<:?. .::::{¿;;; ,~~·:o.~.·::,,:r!~;·.;; -~: .. ,_·:~: 

... <::>;t ,¡j~{,:;,~i:,~,~~r,',:t~1;:\'~''. 
ELfra~spó'rt~~~~:ffi~;~~s~i~i.das en las plantas es dictado principalmente por la velocidad a la cual 

_ . ·- ,:~~.;;,,:,><\:~~f;·f}fXit:f~)i~~~~:'.~t{~~~-~~\:~:.::i·:(~::· : .. 
. los compuestos son;capaces de cruzar las membranas que rodean los tejidos de transporte (xilema y 

. - ' .. · · .. :_~::~,·_:· >f }{;' ~;~~:i~~t~:-;:·:.~:·.> ~}~J:~.:·. . . ' '. 
floema)/Este'l'r9ceso parece estar determinado primordialmente por la lipofilicidad de los agentes 

,.;-·_,· ·.''·· . ··' -..... , 

químicos m'á~· ~~e cualquier propiedad específica de la molécula tal como la forma o la presencia de 
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grupos rl.lncionales particulares. La lipofilicidad es evaluada utilizando el coeficiente de partición Kow. 

Para'estos~compuestos, el rango de log Kow es de 2.5 a 4.2, excepto para carbetamida y carbutilate, que 
·,',•:·_~.' 

:'~> .fün'.!lJ~~;tP:(),i'ares (log Kow=l). El profam y el clorofam son aplicados en el suelo para ser tomados por 
,-·,,\":',_·,,· .::::.-,.;·;,-,·· 

;; :_Iris r~í~~,~;·:Y/irril1stocados hacia. tos brotes. Los coieóptilos pueden ser afectados directamente, ya que 
-t~~~:~)~t>~~~~:;~~~l~~;~~~;~·.~_-·::'·_< - . -·._. ~---.:--";:~:{~:--~~~-~~:__-o_o~-~-.- -
'.~,;am~:Üos cOmpuestos son muy volátiles y una ;prC>p()~ció~ ascendente puede ocurrir vía la fase de vapor. 

>;}~¿s~~Ótros carbamatos son menos volátile~}~'.i~nt;~pfj~~d~s'p~stemergentemente a las hojas de las 

malezas excepto para el carbutilate, que se aplica al suelo para el control residual de Ja vegetación 

(Kirkwood 1991). 

111.5 Descripción, modo de acción y metabolismo del asulam 

El asulam o asulox es un buen representante de los herbicidas carbámicos sintéticos. Es un 

compuesto sistémico post-emergente de uso agrícola y urbano, que se aplica por vía aérea o superficial, 

fundamentalmente en cultivos de caña de azúcar, amapolas de semilla oleosa, espinacas, alfalfa, turbas, 

plátanos, café, cítricos; cocos, cocoa, caucho, avena, linaza, áreas de reforestación, plantaciones de 
' .. 

árboles de Na~idad;.enJi~rras no cultivadas, en Pteridium aquilli1111111 en pastura, así como también en 

cam'pos en·donde se.tr~~1aja/las plantas ornamentales. Algunos autores como Worthing y Walter 
'-~--·.('.:..· :'.>' 

(1991) recomiendan (l~~·p.aríi'óla'utilización de este agroquímico es preferible no mezclarlo con otros 

plaguicidas, pero f~~1~'.~~'i994) menciona que es compatible con varios herbicidas como: atrazinas, 

dalapon~~cl{~;cifai~h;ff~1~~il, paraquat, MCPA y mecoprop; asimismo se recomienda no sembrar otros 
~·~::. -·· \~~r~/2i.~~{~r1~i~~~/-: :· ~~:'._··_- .. _ ·· 

cultivos en áfé'as'.tiatadas donde se cultiva la caña de azúcar, ni utilizar después a ésta como forraje para 
:_·'_! '._,;_\~: '.~;,::;,·_;:~:~·~;;·.::~-·; - ' 

gan'~1o,pu~~estádocumentado que al absorberse a nivel de raíz, provoca clorosis en sus plantas blanco 

(malez~Sd~ ll~j~ amplia, pastos perennes, así como una variedad de plantas sin flores) e interfiere en la 
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división y en 1~ elongación celulares (Worthing y Walter 1991), de modo que puede ejercer el mlsmo 

.. - efecto en IÓscultivos. Ciertamente, las zonas de absorción más alta en la planta son las raíces, las hojas 

y l~s ~rotes,. a partir de los cuales se transporta por vía del xi lema y floema (ya sea por la ruta de 

siniplll~{~ o;ap~plasto) a otras regiones del organismo, interfiriendo en los procesos de división celular 

hreg\~i~n-tc;i~1~1ri/cWprthing y walter 199 I ). 
i - - ~•.'.'»· ·-,,~-~'.¡/::- ;;;F: ~:~:;:\:. ,_.·\·: <~: 

, <~ ·: ':.:k~¿-,<<,;:~\ .·.:·\ ti;'.'.\:>; ):~?, r?'.<-. : 
• ' •• ~·. 1. ' -, ·,; ! .- .. ~-; -- '> ·':>" ,,.-_,. 

Desde ei punti:i°de.vista químicC>, el asulam presenta la siguiente estructura molecular: 
.-,._, 

Mi2-0SO.-M-i-COOMe TE"IS C,..., .. ~ \ .... :d 
Asulam FALLA DE ORIGEN 

En su forma comercial la formulación contiene 36.2% de asulam y 63.8% de ingredientes 

inertes y en solueiÓn.acuosa se encuentra en combinación con sales de sodio. Con relación a los efectos 

ambientales, és.tóss~ resumen en la Tabla 1 de acuerdo con el sistema natural de que se trate: 

TABLA l. COMPARACIÓN DEL COMPORTAMIENTO FÍSICO-QUÍMICO DEL HERBICIDA ASULAM 
.. . . EN LOS DISTINTOS SISTEMAS NATURALES. 

Agua 

El · asulam. no • se . absorbe - Se .disuelve pobremente en el -
favorablemente éo..;;ó t~i,,¡:>éio los , : .agua,. pero con las sales de 
compuestos que son producto de la' ,{;)sodio lo hace muy bien. 
degradación . . bacterián'a ! , -. . sí,' \';V~.'· · ,. · 
principalmente _en. suelos con. a1t6 %':"Mlly movible en suelos 
contenido de materia orgánicá: e\,· ''.~:,''arenosos y arcillosos, por lo 

-· /¡''; 'que tiene un fuerte potencial 
En condiciones inund~bles,'.la i~~-a it/: para contaminar los mantos 
de degradación es baja; _por)ó que ' <, freáticos. 
en épocas de secas :Y en las más 
frías, es menos persistente. ·Debido a su solubilidad y 

movilidad en los suelos, puede 
también los 

Aire 

El producto comercial no se 
evapora fácilmente. 

24 



En vegetales, suprime la síntesis de folatos y por ende, se inhibe la vía metabólica sintetasa que 

está asociada a los procesos de la división celular, ya que este tipo de herbicidas se une directamente a 

las proteínas que forman los microtúbulos, inhibiéndose la polimerización de la tubulina (Duke 1990). 

El ácido fólico es uno de los elementos que juega un papel central en el metabolismo de las 

moléculas monocarbonadas y está directa o indirectamente involucrado en la biosíntesis de las bases 

nitrÓgenacl~~ y_~etJ~s;~miríoácidos (Cossins 1987). En las plantas y los microorganismos, los diversos 
\:_.._ ,_ .... '} .. ~~~·~--,·:~~'.:::~~:_:.;;:r}:~-~~tü:t~:~.~1t~-~;::¿~~:(~~Tt~~ir~~;::--:>~ .. r:~:,-:::--·:,-_ · ~.> . -· .- . .;. . ._. _ . . . 

. _ deriv-ados del,folato)nvolucrados en el metabolismo de los monocarbonos, se ongman a partir de los 
.:.:~-~--<:-.~~-: :;:::i_'.-~ \ :\'.fr~i~:~;;.-~ :<;1~~~~w·~:~1Nr:~_~'.t~~4{;}~~1~<~~{r'.-;~?-;,';\.-- ·.-_<>: . , _ - _ ·. ; 

dérivádos aé Já'dihidropteridina-;:'mediante la acción de las enzimas 7,8-dihidropteroato y dihidrofolato 

,J~";,~~{~~1~1rm;,~~~·~t f~cmó Ja molécula de 7,8-0ihidrofolato, '""º reducdón a 5,6,7,8-

: /tefráhidróf6Iató:;{THF)/qlíe puede llegar a ser substituida con formil, metileno o grupos metilo (formil 
: ·; -.;~:-:/:~-~::_:~~~ ~ /f:;:'.W~'. ;~::r :>;¿~ ~'.-~~i ;~--~~~~-~jt~·:(1:~~1~t?J*~:~~;;~~~~~~~-; .. : :..~ :;: ; -- ·_.'~:_ ~ 
·::; >J'flF;';metiLTH,Fó':me,til~_n9 THF) para que posteriormente pueda ser utilizada en reacciones donadoras 

·:~::Y~e~;t~~u/fi'.~c~~-~~~~~~\~~~~ ~orno las ya mencionadas (Kirkwood 1991). A continuación se presenta 

'un esqu~madel proceso de síntesis de folatos en plantas: 

7 ,8-dihidropteridina 
pirofosfato 

dlhidrofolato 
reductasa 

ácido 
4-aminobenzoico 

e: 
dlhidropteroato 

sintetasa 

glutamato 

e: 
7,8-dihidropteroato ---------"1,8-dihidrofolato 

dlhidrofolato 
sintetasa 

+metilo 
+metiieno 
+formii 

5,6,7,8-tetrahidrofolato (THF) 
metil THF 

-------------- metileno THF 

TES1S CON 
FALLA DE OPJGEN 

formilTHF 
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En cuanto· al modo de acción de este herbicida sobre sus plantas blanco, originalmente se 

realizaron experimentos en células meristemáticas de cebolla tratadas con asulam, el resultado fue la 

detención,de éstas en metafase, lo que sugirió la participación del herbicida en la interferencia con el 

ensamblaje de los microtúbulos para concluir la mitosis (Skerrett y Fretz 1975, citado por Kirkwood 

1991). 

Asimismo, el.asulam presenta gran parecido estructural con el ácido 4-aminobenzoico -uno de 

los substratos de la 7 ,8-dihidropteroato sintetasa- y con ello se establece una fuerte competencia entre 

éstos, lo' cual Ilevó a reportar, que el asulam interfiere con la síntesis de los derivados de folatos en 

. < planta~(.: ~in embargo, el proceso de inhibición de crecimiento en plantas se revierte completa o 
'~·<· 

i ~arbi~~~6n~'e· en presencia de ácido fálico y del ácido 4-aminobenzoico en cultivos celulares 

'ª~·terihfrrie~tetratados con asulam (Killmer et al. 1980, Stephen et al. 1980, Veerasekaran et al. 1981, 
_::. ~ ' 

- -_- -~./ : _ _, '' '·' 

·. ; H~~.ei~9:~.Y, Collin 1984, citados por Kirkwood 1991). El asulam también tiene gran semejanza 

'" ~strllduí:alccifl las drogas sulfanilarnidas, de las que se sabe, inhiben a la enzima 7 ,8-dihidropteroato 

:; :·sint~tasa a través del sustrato sobre I~ qu~:ir~~~ic·;ta, lln ejemplo de ésto se ha demostrado en extractos 
' ; 1,. ,_:' <_,- • 1:, : . --~ ~ .-

; celulares de plántulas de trigo, en los ~~~i~~S~l ásulam y la sulfanilamida provocaron la inhibición de la 
! '"_ .- . . ·" ::- _- --;~'. .!··~-~>~~-~~?;·;<··_·:-.>.. ·::··'. 

síntesis:de 7,8-dihidropteroato (()kl~ri;~,~~'J~ai, 1970, Miller et al. 1972, citados por Kirkwood 1991). 

De esta manera, los estudio(de{ih~)~~;~1~~fr~o~petitiva constituyeron una evidencia importante de que 
. -. - ,_ -... -.-r.;~_!_:_<;~:·:::;;>:~fGii~;~:~:~~ff}).$i~F.:ff;(i~·:·· .. :·.:; · i 

el asulam es un herbicida relációnado'c'on;Iá supresión directa de la síntesis de folatos. Por tanto, parece 
.' , - .. , _ .-___ . :·~.<-?:_~-~~f-~~~--;~~tN;~~;-i~{~t~~J~I~:\~~f~l~t~~~rt>~:-..:~\: -:/ :- . 

que el blanco de la acCiqii\fifot<Sxkadel:asulam es interferir en la síntesis de 7,8-dihidroptcroato o ácido 

... ;· ····•······ ; : r~,·,1·.i'\;r:~1~~(!fh~~i1ih:1~1:'.,~1,h,~:·····., · 
dthtdroptero1co;··que'.'es'una:.molecula·precursora de los folatos. La interferencia mitótica así como el : . :-: ~--: >~ ,.::::).:~;-/: :.:>X~;:;~t;:;~~;~~:·'~i~.~;(:'.ii-~Jiif {~~~;~:~r.: :,·_;,.;:-_'.,· -- . 

·· decremento bbser\iado'en'tarsfntésis de proteínas y de RNA, son consecuencias de la inhibición en la 
. . ',' .;:./c···-~-~:;\·:::J:'t: ·. ,.:~~>'J'.·¿::.t?.>:~:'.~•\?::'.:~. :-

síntesis de 7,S~dihid~b~teroato, un producto de gran relevancia en la generación de nucleótidos y 
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aminoácido~ (Sierrett y Fretz 1975, Veerasekaran et al. 1977, citados por Kirkwood 1991). Existen 

repo'rte~-qüe aptiyan lo anterior, puesto que se han probado sustancias que fungen como inhibidores de 

la dihidr6Folato reductasa, dando como resultado interferencias en el proceso de mitosis (Rudenberg et 

aÍ. t9S5, citado por Kirkwood 1991). 

La acción inhibidora del asulam en la biosíntesis de folatos puede ser revertida por la aplicación . ,:· 

exógena de: á~iclo fólico y ácido p-aminobenzoic?; e~te fenómeno ha sido demostrado por gran número 

de investigadores, sobre todo en estudios realizados sobre extractos celulares de trigo, avena silvestre y 

zanahorias (Hendley et al. 1985, Smith 1985, Gerwick et al. 1988, Wink y Luley 1988, citados por 

Kirkwood 1991). 

Otros investigadores comentan que el asulam produce inhibición en la vía glutamina sintetasa, 

que participa en la ruta metabólica de los aminoácidos y en donde se ha observado que la histidina es la 

principalmente afectada (Kishore y Sha 1988). 

· · En dliiiriÍ:o al metabolismo de degradación del asulam, se han realizado estudios en diferentes 
.··, ..... ~~·~ :./··:·· ..... ~:-,:t,, 

tipo~ de:bu1:fl\1o'8.'como sorgo, caña de azúcar, maíz, frijol, entre otros, en los cuales mediante técnicas 
- - . /t/ _-__ ·:~~};~/\.·}~~,~~~·~!~,~'.~L.:: --
de rn~r~?j~'~?fliis,ótopos radioactivos (principalmente 14C) se ha logrado detectar a sus principales 

.• _.• produ~f<.>·~-~~;t;!~¿;}~&s. En particular en la planta de sorgo (Sorghum halepe11se) se ha logrado detectar 
''1'"~" :·.:?\~? ·-.'.:t:~-:~-:;t~~~-::,~;:.·.- ·: 

t·ac:ti\iidad{metabÓlica alta que se manifesta en la producción de cuatro metabolitos: asulam intacto, 
. ,: . "_::-~-~~/.\': :-~· ~;'!-:" ,:¡,:.>_;~:~- .'f:·~~-

\;. ~~6di~a~'Ji~'~.·s~lfanilamida y ácido sulfanílico, así como un elemento aún no identificado (Díaz et al. 
• • • ·r; .,.,., "·'<,:-·: ~;'.'. • i 
',:{,··_·:·· '•'.\·:·-" 

i'998)': 1?e igual forma, estas moléculas son las que más comúnmente se identifican en otras especies, 

;aunq.ue e~ distintas proporciones, que se almacenan primordialmente en las raíces y los tallos, así como 
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en menor grado'en las hojas (Díaz et al. 1998). En plantas vasculares sencillas como es el caso de 
~--- :¡ "'• > ·. 

Equisetum_a;~e1íse.~e'.ha encontrado que el principal producto del metabolismo es la sulfanilamida, 
' ::· ... , .. ·. ,',· 

resultado d~~.na.re~~ción de hidrólisis, aunque de igual forma el asulam intacto en menor proporción. 
,--:,:_.: ~~~ ~ --.':~~~::_·'·?'.'.~/_-_~_ .. : __ .. · ... --

. Adeinas}/5~·i'~'ri:'(re~~l~do que las propiedades herbicidas de los productos metabólicos suelen ser 
. ~·::: ·/:<-:·~X5\"· .~-.' :. : .. ·. -. 

- irÍfe1i'i:lres~~Ifre~bidda odginalmente aplicado, muy posiblemente debido a la ineficiente absorción y 

translocación del sistema bioquímico de la plarita (M~rshall et al. 1987); 

111.6 El ensayo cometa 

La electroforesis unicelular alcalina o. ensayo cometa, es un procedimiento utilizado para 

detectar el daño primario al ADN en células individuales (pueden ser somáticas o germinales) de . •"•. ·:;.·:··,:·. 

mamífero (Fig. 1). ELtipo::c_~lular' seleccio~'aclo se monta en geles de agarosa sobre portaobjetos 
.; :_, ~ ... , 

esinerilados_yJa's (:¿jLll~:·~()~ s6'metidas a solución de lisis, desenrrollamiento de ADN y electroforesis a 
· ·· ·- · ·' ·- ·· ,,. ·.:'=,f<.',': >fr~~-.·.·~.:.~<-:·'."' ' 

pHaltÓ;:~o~ii~A8~~Üt6, el ADN es teñido con un colorante fluorescente (bromuro de etidio) y las 

c~Jula~- c~Yd~fu:~i~·~al genético sufrió daño durante un tratamiento previo, muestran la migración de los 
' " . ' '. - ; ~-. .- <~'f~' --,;:._,·, 

frag~ent~~ -~~}~DN a partir de un núcleo base (Fig. 2). Este daño es cuantificado midiendo el 
· 1:; : . ···:_:··~-]'.· ~<t~2:.~·~,·~;;~ , 

desplazamientoientre el material genético del núcleo ('cabeza del cometa') y el extremo distal de la 
· · . . . ~- -_ -· ... _:>:: -:_:··:s::-~--:{~\-~Y.~:- Jy}~-~--~::~ ~~}:,:. ::~ ;·~ ... :~ 

caudaresúltaiíte::Aden1ás de la longitud, existe el parámetro denominado momento de la cauda que se 
.: • 1 -~ ... : :· •• :/v,k!.:·:'.:"·:~::i:· .. ".:.,,,: ·:, .' 

·. refiere bá~ídJ~~~,t~l;~:'1~~dániiclrid relativa del ADN presente en ella; se calcula obteniendo el producto 
. '• ">:,:~>:/~-:;:~~;~~.--:~>:·;;r.~/;:· 'í'. ~- . '' 

de su: longi~Üd f)i" la".Ínt~nsidacl de Ja misma. La principal ventaja de estos parámetros es que los 

resultados púeden ser representados por un solo número (Rojas et al. 1999). 
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La primera medición puede hacerse tanto manualmente como por medio de un análisis de 

imágenes computarizado y el segundo sólo por el analizador de imágenes. 

. . . 

Esta técnica de electroforesis unicelular alcalina fue por primera vez realizada por Rydber y 

Jolian'º~ ;<'~}!J$i~;r~~/~1~~~ ,~S~1t;~:'"~~ ª~'°'~· . "º'ªdª wbre portaobioto' oomun" , 

.· posteriorrr\~n'te'!tisadÍÍs'.baJb'.c"()ndicÍonesialc"iilÍna~;: DespÚés.cie la neutralización, las células se tiñeron 
: ~: .. ~ :'.':: ,~ ,:~<. ~~~~~,;~· f -~~Y:li;;~f N~fü.~:~~~~~(~~~.~~~,~~r~~tf.~:+;~{;::::~.~.~:; \'.}~}¡\:-·:i,~~~·:~.:~~~:~.·i~:~·.~-:.:;,~;.,: :;:.::·: · >.: -. .- . ~ . 

. ·,con un flÚorocroino)leriominadc{ríiiranja~Cle'acridina y eJ grado de daño en el ADN fue cuantificado 

midie~:do_;_;I'~~;~!~.'~~;.?'.~~i~~c~f :b·i~;;,,~~·'C~fd,i·;~iná;ca el rompimiento de doble cadena) a rojo (indica 

~' J 

rompimiento'de uriasola cadena)haciendo uso de un fotómetro. 

Posteriormente, Ostling y Johanson (1984), implementaron un procedimiento 

microelectroforético para la visualización directa del daño en el ADN de células individuales. Las 

células de mamífero fueron suspendidas en una delgada capa de agarosa sobre un portaobjetos normal, 

en el cual se lisaron por detergentes y altas concentraciones de sales, para luego ser electroforizadas 

bajo condiciones neutrales y finalmente teñidas con un colorante fluorescente de rápida reacción con el 

ADN: Durant~;írielectroforesis, los fragmentos de ADN migraron más allá del núcleo hacia el ánodo. 
-.::-,._. -~ .. -·>~~,:_;j:~~<~~~r~~~~h~t~~--~~;-~::.·:, -_, ... 

·;:,,Las imágenes)resultantes;~que fueron subsecuentemente nombradas por su apariencia como cometas, 
! . . \-:::·~~--;-~::,.\.)~~-~~~:-.(:~:0;;_:;.:~:~~~i:S_&rN.~-:.: '._, ... -:.; ,. . 

''·' , fueron· medidas para ~determinar la extensión del ADN. Este método de electroforesis neutra original 

\ ;:_Jar~iíj,'~~;!"~~~:iJ~f~(~g~irl~i~ ª· los cambios en el superdesenrollamiento del ADN, que resultó con 
;:·. ·. · ~~·>' , .. , l:.:,::.'.~·LJ~.:,·:_;~jY~· :,:::. .'.:~~;:~/:¿~.::::. · :- :·~. . 

• •rotpiM;enJ'~S,'\~e,J,~b,~1/~adena, aunque las condiciones de lisis fueron poco efectivas para remover 

, tódas las proteínas: 
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Tiempo después, Sing et al. (1988) adaptaron este procedimiento bajo condiciones alcalinas, lo 

que les permitió detectar rompimientos de una sola hebra y observar formas semejantes a un cometa en 

el microscopio de fluorescencia; las modificaciones que estos investigadores hicieron a la técnica 

fueron con relación al cambio del pH en la solución de lisis, el pH en el amortiguador de electroforesis 

y el tiempo de desenrollamiento de las cadenas de ADN. De tal suerte que, esta metodología es ahora 

utilizada para detectar roÍl1pimientos de una cadena, sitios álcali lábiles y sitios retardados de reparación 

d.el AdN ~kcélulas individuales, así como también es posible medir parámetros densitométricos y 
'-·· - .. ~·;_~-·:.· 

geométricos con los modernos sistemas computarizados. 

En ese mismo año, Henderson citado por Soto Reyes (2002), reportó que el ensayo cometa es 

capaz de detectar daño en el ADN, el cual ha sido inducido por agentes alquilantes, agentes 

intercalantes y daño oxidante. 

Posteriormente, Olive et al. (1990) hicieron modificaciones a la técnica de Ostling y Johanson 

(1984), que consistieron básicamente en. utilizar una solución de lisis alcalina seguida por 

electroforesis, ya sea en cot1dici0nes neutras, en las que se observaron rompimientos de doble cadena o 
•-,_: ' 

en condicionesn9 t.arü~I_é;IÍ~:s;~~;m() a pH 12.l ó 12.3, en las cuales se registraron rompimientos de 
. · ".'. .. )~~·-:: .. ,->,·-:~~~~.;:;~)J.'.-~,~:~/;:i~~~t:;;;·?flc~~:}~:~1~:~~-~/}~~;~~-:{}L~.~::·'~·:~;< . ·. . , 
cadena sencH1a:;y.s1ti0s.retardados·ae reparación (Rojas et al. 1999) . 
. , . . >~-- .:,, -~·-:<.:::_.;'.(' ' ... ;~·i-:;á¡·.;,::~::-~\·:-':·; . - . 

. -:·<-~ -;~z~~>YJf: ·-;e;::; 
:·.:>,, -·~· ··---- ":-.\;""-' '·': ;~-: __ :~y~>:: 

, __ -<:_:.-(};:,.-;;~!..tH~-~~%f2:~~t(;tt:~-:-:tt::;~;- :_:- .. _; ~ 
· .. El ensaYo_C:.omf:tl.l s'e' ha implementado en diferentes áreas de la biología, tales como en estudios 

": clínic~s:·.~~:[~~~i~]l~~;\~mano, en biología de la radiación, toxicología genética y ecotoxicología 

.: ·genéllca-'.I:JGst()·:~~'este campo, se han Iievado a cabo experimentos con células provenientes de 

• di.fer~ntes Jr~a~I~mos: plantas, anélidos, moluscos, peces, anfibios y más comúnmente mamíferos 
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(Cotelle y Férard 1999). 

El daño al .ADN es considerado como uno de los principales eventos de iniciación para 

trastornos ·graves' eri· la salud 'huma~a;<DichO efecto es provocado tanto por factores químicos como 

. . ··.·~. físlCos,; que'i~l!Ü~ue~~r,~:~ma~ifesta'r,: feriotípicamente. por letalidad en las células, tener un efecto 
. . : : ·~~:·'.·,'.-_,_'.::- //,·,:.'·.~i:·~~!! .. ~~;:::~~(}~:;f~\~1f'.tf;~~~·-~~}j:}·-~~~8;·~~;/i~;~~;>~·~l~A}:t;~~:·:~: '._:~-~\,~:~·;.'~¿(~ .-. _(.. ; -· · -: 

· hereditarió 'iidyérs6.:Y.éáiíceri peró líismódifiéaciié:mes genéticas tienen una base en la estructura química 
· ~-- .~ .. _ · -· ;.,.-.:-~z\ .)::~~r:;.¡'.fB~11::1t1~:_;;:;:.':~~:· _ _. ,~,~ ~~· · · ·- , · 

del ADN comopúeden.sercambiOs de sitio de una base o pérdida de éstas (con la producción de sitios 
e " ·. - ;•: _t:.t,c .,~.<·~-.. ~·;'::\,~ -'- -r -

apurínicos y apig~ícif~~~{ cruzamientos de cadenas de ADN en un mismo núcleo, cruzamientos de 
. . . 

proteínas y ADN, ó.bien rompimientos de una o dos hebras. Sin embargo, las células también tienen la 

capacidad de reparación, que depende de la estructura precisa del daño y su relativa abundancia en el 

genoma. En términos generales, los rompimientos de una sola cadena son hasta cierto punto más fáciles 

de arreglar en comparación con los que se dan en ambas cadenas, pues en el primer caso, se cuenta con 

una hebra de secuencia; correcta que sirve como molde para la nueva síntesis, en tanto que en el 

segundo caso no es así (Moustacchi 2000). 

Es bien conocido que los procesos de reparación del ADN, son controlados genéticamente y son 

comunes a todC>s.los' organismos que van desde las bacterias hasta el hombre. Aunque también se ha 
• ' ': ;-,.·,·;;'.;(-·e""-, •' ' ' 

descubiert~ qU~ ~~.el caso de las células eucarióticas, la respuesta final a un daño en particular, no sólo 

·estará determinado por los procesos de reparación, sino también por otras funciones celulares que 
. .- :'. ·._. 

optimizan la restauración celular, como cuando la célula queda detenida en alguna etapa de su ciclo que 

da tiempo para llevar a cabo su reparación; también conviene señalar aquí la importancia que juega la 

proteína p53 como promotora de una vía que conduce a la eliminación apoptótica de un conjunto de 

células dañadas, esta es una de las razones por las que también se le conoce como proteína supresora de 
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tumores, además de que forma parte de una de las vías alternas para la reparación genética (Moustacchi 

2000). 

·Los mecanismos de reparación van desde los más simples hasta los más complejos; los primeros 

implican .la reversión del dañ.o co,n st)IC> llevai a)::abo una reacción química y los otros, que son la 
: :~ ·. -:~' ~.'~;;::_:>. :'/:.~,;::,: ~~:~~·~<:: i:Jp_,:~:~~:;l;~j}~Nf ~:;r1·}¿~~{;·~:~;\~:~/.:;p:;\j::·-~~;:~ ;~:·::~~-J::::_'\·~-~:-~~~~\~i :{~ :~'.1_;: ,~~.·~;.:~~:-

mayoría,. requieren:' de ;la,·acción é:óné:ertiida'de;vaíiás··eniiinas que generalmente forman complejos 
'.~. :.,~·,_. ::·_~: '. -~,:~~~---~--:·~·::A?·_{;,~_;:~tr~~:t:\~~FtY.~:i}~~~~-! ·-'.~.~,: -.-·· _::_. -" ·_,_ ~:é,,.~:·~~-:--, ~ .. _;. ·. 

'.L~~.;;te,Í;;ic.;~}i~:~{~·:!;~~t~~U.ct~ári con molécul.as muy 6.specíficás. Otra forma de clasificar a tales procesos es 

' ·.con ,base en lá eficacia de los mismos, de modo que existen reparaciones libres de error y a prueba de 

. > eri:or (lvl~'iistri~chi 2000). 
,• .. ·.. :.•:.· . 

. Corrio ya se explicó, la integridad del genoma permanentemente es alterada por la agresión de 

agentes tanto exógenos como .endógeryos. :(Lhomme et al. 1990) y posiblemente las lesiones más 

comunes sean las de los sitios abá~icos (apurínicos y/o apirimídicos, AP). 

~ -· -

Estas lesiones son r~sultaclC> ~e huecos producidos en la hebra del ADN y pueden darse de 

manera espontán7a; La geijer~ciÓ~;d~'.:;1'0.s sitios abásicos se incrementan dentro del proceso de 
:" :· ~- ~--;,ti-~;>··~~-;· .;-;.·. 

reparación de ,bases n.ucléi~ri~ dañadas. L~ reparación por escisión de bases es una vía en la cual están 

,¡,.¡°S;);J~\;~~:~~f~~i*~~~.~¡~~~)~~'~''"' eomo '" HAPI y APE1, entre º""'· ADN ligª'"' , 

}ii~'glié'C>silasas éspf!Cíficas ,qúe'reniueven ·las bases nucleícas modificadas o anormales, generando así sitios 

~·~[~\~~~j~Jf €i~~~?~~~f {~J~~; proooso int<nn<rlio en la repameión poc '"''ión de """ 

(KÓlaczokowski e( al.'; 20Ól). '. :;~~; e~tima que aproximadamente 10,000 sitios AP son generados 

; cÚÜtiáme~te en u~a 6éluhf b~j~ condiciones fisiológicas normales (Nickoloff y Hoekstra 1998). 
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Los sitfos abásicos son el resultado de un hueco hidrolítico de los puentes N-glicosílicos. Este 

proceso, puede incrementarse por factores exógenos, tales como agentes oxidantes que dañen las bases, 

formand~ ~~(:úo'~': sitios AP. Las desoxipurinas se encuentran en mayor cantidad que las 
: : ·. ·, ,_. :- :·: - - : -.. -_,_ .. : ,',. ~- -:~ .. :;._: :;: . f - ·- ·: . 

des~~iplri~i~i~ri~.>siendo las desoxiguaninas los nucleótidos más lábiles (Lhomme et al. 1999). 

Lossitios abásicos de tipo aldehídos son muy sensibles a condiciones alcalinas, que inducen 
<:<.' 

rom~imí'entos ~n las hebras del ADN y pueden ser estimadas por sedimentación de gradiente de 
.. ' ''- ~: . -

sacar~sa;· ehJsión alcalina y Ja electroforesis unicelular entre otras (Lhomme et al. 1999, Rojas et al. 

1999). 
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IV. OBJETIVOS 

1) Evaluar el daño genotóxico de los productos metabólicos obtenidos a partir de las raíces de Vicia 

faba previamente tratadas con el herbicida asulam, a través de la electroforesis unicelular alcalina y 

utilizando C()ITIO.sistema.biológico de prueba linfocitos humanos. 

2) Estimar la magnitud del daño producido al ADN por los metabolitos del herbicida asulam, en 

concentraciones crecientes, mediante el análisis de la migración de Ja cauda. 
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V. HIPÓTESIS 

El plaguicida asulam ha mostrado ser un promutágeno activado por Vicia faba al provocar 

intercambio de cromútidas hermanas (ICH) y citotoxicidad sobre los linfocitos humanos en cultivo 

(Luna 2000), por lo que se espera que este mismo efecto se evidenciará a través de la inducción de 

rompimiento del ADN en linfocit.os aislados. 

A medida que aumente la· concentración de asulam metabolizado en extracto, se incrementará 

concomitantemente la.frecuencia de cometas y la longitud de la cauda. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Para la realización de la parte experimental, el agroquímico probado fue el herbicida asulam 

cuya descripción se presenta en la Tabla 11. 

TAHLA 11. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL HERBICIDA ASULAM* 

NOMBRE COMUN DEL HERBICIDA: 
TIPO DE HERBICIDA: 
PROPIEDADES F SICAS Y QUIMICAS: 

ASULAM (Laboratorio Rh<ine-Poulenc, recientemente rusionado con Ba er). 
Carbámico sistémico ostemcr ente. 
En estado sólido, se describe como cristales incoloros, con punto de fusión 143-
144ºC; presión de vapor< 1 mPa (20ºC); soluble en agua 5 g/I (20-25ºC); soluble en 
otras sustancias como: dimctilformamido > 800, acetona 340, metano! 280, 
mctilctilcetona 280, etanol 120, hidrocarburos e hidrocarburos clorados < 20 (todas <. 1 

en gil a 20-25ºC). Tiene una estabilidad~ 6 h en agua hirviendo; pKa 4.82, fonnandci • 
sales solubles en a ua. · · ... : 

CL50 oral (rata) > 5 000 mg/kg, CLso dérmica > 2 000 mglkg. 

Agricultura y jardiner!a. 

~f g~t~~¡~~:;~6~~.:'1r~~·d:u~~~:~~~ci¿n, .P'~t=~io~~s, .d~.,áf~a~~t:• Na~i·d~~;':~~ 
p!Óian~~;i;áfé: cítricos y COCOS, así como también en ca~p~S 'en.donde.se trabajan 
plantas ornamentales. ' . ". " ' . 

Maiezas de hoja ancha y varios tipos de. past~s perennes y anuales como el zacate 
(pinto, privilegio, pelón, cadillo, cola de zorra, cue'rdilla, cardo santo, chilillo, lengua 
de vaca, rabanillo). 

'fESTS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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El estudio~sereal;zó en ensayos llevados a cabo en condiciones de laboratorio empleando como 

organismo IT!etábolizador del herbicida a la planta Vicia faba y como sistema evaluador del daño 

genotóxico 1i'1éc,11Ích d~ electroforesis unicelular alcalina en linfocitos humanos, procedentes de sangre 

1) Activación metabólica in vivo 

·'', 

Las semillas de Vicia faba (var. minor) se lavaron bien con agua corriente para luego someterlas 

a imbibición d~rant~'24 ilC>;as, con la finalidad de hidratarlas y conseguir una germinación más rápida. 
,·_._ ,-.:-.; •·; ,.·,,.-·i·::,·:·:-··,>·-_.c·. ,. 

-.;':.··,--' ., 
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- . '·- ·~ . 
-"--· :·-_, - .. ',' 

pequeñas ~ajas de Petri y se pesaron en una balanza analítica para conocer el volumen de una solución 

állldrtiguadorií'"(f~~fatode sodio monobásico y dibásico O. l M, pH 7.4) que se agregaría a las raíces, en 
:·:·::;',:,_ "· 

llna'pr~p?~C:iori':'J6?1:r con respecto al peso fresco de éstas (Takehisa y Kanaya 1982). La solución 

. umCJrt;ktlaJ~fü-~·f¡.~\·s~pi~paró mezclando una solución de fosfato de sodio monobásico 0.1 M y otra de 
' .. ,, ': .. ;.-····'·!····;,~;¡¡._ ·'.;~--·::--".~:: .. -~~). ,.,-..:· ·•·,_ ' " .· 

'º''"';::-:~~~;~J~lí~~;~J'~~1{~\t~~~;;!""6 ª "" 7.4. 

Ultenormente;'ilasiraíCes• fueron maceradas con el amortiguador de fosfatos en un mortero a 
:'.-.- .· .-•• ; ::, ":·· . .:t_.,'=;:.,.,,.i.,if::í~-- : . .;;_'-:.; ... '::;:-¡~-¿~~E· .. :r;_,.¡, :<'~, -· - -

tempe~a'tur~~eh:t/~:(i_-d\~C',~~e'spués se homogeneizaron en un macerador especial de tejidos vegetales de 
:·,:-r .. ·· ;)~:'.··~·;P?·~~/?!flri~A~::)ft:~~1r1r~~/:.·~_; · -~--: .. 
~T.a 2.íúiriufos;\Todós fos homogeneizados se transfirieron a tubos de centrífuga, se equilibraron en una 

"~} Lt~:i~~~~~f!J~i~.'.r0cle ~os platillos y se centrifugaron (centrífuga GS-15R Beckman) por 30 min a 11 
;'.-~:·~:-:-~:f:~·. ~:·:::~'.~~·,:. ... ;.:-~;:<?, ;.·'i,/:_.... ;' .. 

' 'soi:J"f¡)fri'a·4, 0c. En el sobrenadante de cada tubo, donde se encuentran los productos genotóxicos de los 
-.:·r: ~.,.-.\. _·:.=¡.- . . 

plaguicidas y del etanol, así como la fracción enzimática SlO (testigo negativo), fué posteriormente 

esterilizado por filtración (filtro miliporo 0.45 µm) y organizado en alícuotas, para ser inmediatamente 

introducidas en nitrógeno líquido y más tarde utilizadas en los tratamientos con los linfocitos. 

2) Aislamiento de linfocitos humanos de sangre periférica 

Esta parte fue realizada en condiciones de esterilidad utilizando una campana de flujo laminar 

YECO. Primero, se extrajeron 10 mL de sangre periférica por punción con una jeringa preparada 

previarnente:conO.LmLdeheparina, de donadores relativamente sanos y jóvenes (Fig. 3), después la 

"ºg,;~u~;~~~f i~f ~g~j¡~fuga Solbat) a 2,500 cpm poc 25 minuto•, tcan,firiendo po.ierionnente la 

fase'iritefn'.í.e~if,t~'~ri~qbo con 3 mL de solución de Hank (Gibco), ésta se mezcló y se pasó a tubos con 

5 mL ficol (Glbcb) para centrifugarse a 1,500 rpm durante 25 minutos, se aisló nuevamente la fase 
' ' . \ . . ' ' 
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· La cuantiflcriC:iÓ~ s~ ;reall~ó tomando 10 µL de la submuestra de 100 µL con una micropipeta .. ,·---_,, . ' .. - . 

labsystems y se vfrtiÓ et con.tenido completo ~n una de las superficies cuadriculadas de una cámara de 

Neubauer. Se contó el número total de células de los :cuatro cuadrantes principales y se aplicó la 

siguiente fórmula para determinar la cantidad de linfoCitos por mL de medio RPMI 1640: 

(Cantidad de linfocitos de los 4 .cuaarantes) (2) (10 000) 
Cantidad de linfocitos/mL = ----------'--'-----'--------

4 

La finalidad de esta determinación cuantitativa, fue.conocer el volumen de muestra celular con 

un contenido de aproximadamente 250,00Q linfocitos, que se requirieron para cada microtubo en la fase 

de tratamiento. 
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4) Prueba de viabilidad linfocitaria por el método de azul tripano 
··._-

Antes d~ 1 s6.Ü~tJr,las células a tratamiento, se evaluó el índice de viabilidad de la muestra de 
·~ --.~0~~:\~}~'.·~~.:{~J~~ ·.''¿'~~-

··•.linfocitos aislados .ml!clianteJa téénicá deLcolorante azul de tripano, que consistió en preparar una 

, ·ni~zc/~~·J~~i~\i . , co1~Jifie,~~~;1:J.il~·~~l~~~;t~~é~L}~r;24~N~-~fai1 se colocaron 10 µL de ésta en 
·' . : '~·. _:;_:- ... · .. ·· .. ,::_,~,: .. ~:·_-··.?r'.;;Vr~~~/L; :}fe0~~:~~~~!'.iJ~}~!:·J~~'._:·_~,::~}~~~- '. .. :.~;;·: :: .---.... '--~ -- -· .. ;. ; -_·.· :~-~ ·_·_:.:;_~: ¡: '._; :~ ~~Á(~=-.~~-,~::·i~P?·:-.·:~;-~,::: -; ~:: ?-.' 

;'tinii dárnara:'dci':NeúbatÍ~;jp~~rit'su'ob'serva~ióri en un rriié~osd~piÓ Óptieo convencional Zeiss, usando el 
.-·': ;_ ~-'.~: >_>>: ---.;·-~:: -t~-\:·_-: :.~:_y~t-:~~~f~~'.;ú~~j(~Jt:~1H:~t~~~~~;''.~;&M~~~~:W:~~~:~\~:~}!/- ---_ ~i: - .. -. , - _, : .. -~~'.. -. -_ .. ·-t- · :-~:~ ::_~:· "~: ·:'. _,. , 
··.• .• ·objetivo de 4ox:c:f.á.'.~ét~ijrliriaCióri de lri viabilidad se hizo eváluarido 100 células de la muestra para así 

.. , .. ·L'_ ..... <-.'. ': ~ ;!:.;}~ · .. ":.;.:~~XF1 ~;.!ji~.:.;x~*f 5~~~t:~;;11~~r~~;~~;~::~r:, "t::; :. , . 
; : obtenenin porcentaje. de: Ja: viabilidad . 

. · ~.· .:. " .. -· _.;~-:~ >/· .- '<'··:· . ., .,:.~·~·;.-· .. ·.' 
~ :~<:-:·· } '\_~,;;·:: 

. :\,:. '~- \~,'¡ 

Vicia faba tratadas previamente 

etiquetado con su respe~tÍva\::c~hdentración poco antes de ser utilizado). 

Los viale.s destinados para los tratamientos fueron llenados en el siguiente orden: primero a 
. . ~ . . 

·.:- ": .. , . . ~: . 

cada tub9 eppendorf se; le agregó 20 µ1 del extracto con la concentración correspondiente, después el 

med;o R['~r't6~ c9;6'.o) Yn~'\,~e~te 2SX lo' 1;nfodto• eon ,;ab;Hdad entre 90 y 95 % ha<ta llegm 

'.;a u~ v~I¿'~~~ fi~~I ~e ~Óo~'.~¿AJ~te~tliC:'~b~l~i~v~ con su duplicado también se les agregó 20 µL del 

· extractoder~íz trát;do prn~iamenteconetanol(l2,500 ppm), el medio RPMI 1640 y 25 X 104 células 
. . . ' ·. . ,-. . . 
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hasta alcanzar 500 µL. De la misma forma se procedió con los testigos negativos a los que se adicionó 

la fracción enzimática SIO, en cuanto a las cantidades de extracto, medio RPMI 1640 y células; otro 

lote de testigos negativos se preparó sólo con medio RPMI 1640 más 25 X 104 células hasta completar 

500 µL. Una. ~ez .~echo lo anterior, tanto los tratamientos como los testigos se introdujeron en la 

iricubadoraií37óé::J)Cir2 li. 

'··'. 

6) Procesamiento de las muestras después del tratamiento 

Después del tratamiento, cada lote experimental se centrifugó (centrífuga 54150) a 4,000 rpm 

durante 5 minut~~.sé eliminaron 450 µL del sobrenadante, se resuspendieron bien y de los 50 µL que 
. . ··-, "~/)-:r•:::.,,· ·-·. 

·-·' ~~:-.~ ::::-. ';:.·;1..t-~:_ ,,,_ .. 

quedarol1/v2Q'¡!Ü'se;transfirieron a otro tubo eppendorf etiquetado. Se agregaron 75 µL de LMPA 

'>~'(~Í~f~t~~tlllif '~jQi.,¡~¡,¡\~ir• 37 '°)·re mezcloron rap;damente, re tomaron 75 µL de la mezcla 

:;;:;·~··para';Lvertirtos./a.~1gotasf{én';\un;(cúbreobjetos y sobre éste se colocó un portaobjetos esmerilado 
;x~;r~~k~::.·;~J:·_~~:::¡B-~t?1~rk:1~~~~,;~~y:ri~~~;~~~~i~i1~~:--~k~Jk~11~~i{i;,~~~~~~r;~:Yf/i:: __ , -·_ _ : : 
c/i~ (aritérioi-Tí-iente~etiq§eta{jo) '.c'ubiertó'.con una monocapa de agarosa con punto de fusión normal (NMA). 

w~~~j~f ~t~~ili!í:i~~f J~~~~arofa fña en el refrigerado' po' 3 a 5 m;nuto•, re reHro el 

,, ';c\ciJbreobJetostm1evainente'.se agregaron 75 µL de LMPA y se repitió el paso anterior. Para terminar, se 

; ~~~e~i·~~bY~~;;~lg~,¡~fµ~i~~: de lisis final en vasos Koplin a 8ºC (las preparaciones no pueden 

, .;_ .. -- :<,• ~ ~-·.;,~.: :>-:.':: :: ,~~:':~::.·: n<-:-.. :./:; < _, -· 
permanéce(én)a.'solución más de 5 días, ya que se corre el riesgo de que la solución remueva el : \~/ ":>~:;~·~-~:~·:,< ;~;';··'·.· ''.\::~~-;;:,;·;·.·¿~:>···· -~--;. ~ -~~ ·. 
: ···:·. -._.· ~ . -~~:·:,,:,' ~:·>~·.: ;/;~~~~r-; :. ' 

> 1naterh1Fg~'J~.tiªO,:de los geles). La solución de lisis fue preparada con los siguientes elementos: 2.5 M 
:·. '_. <<:?, \;''.j1/-<~ .:.T:.: -~B:~;··:·~.--;¡.~:>~·: ·_ '. ~:· 

:de:;'clorüiofde!,sodio (NaCI), 100 mM de ácido etilendiamintetracético con dihidrato de sodio 
:·'.:,.:,.., :1:\5; :,.¡:",::., '.,_ .. 

> (:r'fa2~bTAaH20), 10 mM de hidroximetil-amino-metano [TRIS (Base)] y 200 mM de hidróxido de 
.:· .,. ":.·· ·. .· 

~bdio (NaOH) disueltos en un volumen determinado de agua desionizada, finalmente se ajustó a pH de 
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10.0; una hora antes de terminado el tratamiento, se agregó l % de Tritón-X y 10% de dimetil sulfóxido 

(DMSO). 

7) Electroforesis unicelular alcalina 

Los geles se sumergieron en un amortiguador de electroforesis con pH de 13.0 (300 mM 

NaOH/lmM EDTA) por 20 min para desenrollar primero el ADN, en condiciones de oscuridad y a 

temperatura de 4 ºC. Posteriormente, se hizo el corrimiento con una cámara electroforética horizontal a 

25 volts y 300 mA por 20 min, cuidando que no bajara el voltaje y en total oscuridad (Fig. 3), ya que el 

material genético es fotosensible. 

8) Neutralización y fijación 

. Cuando. terminó el ,corrimiento, los geles. fueron lavados 3 veces con amortiguador neutralizante 

··{Tris o~4M,'pH~.~;.;) do~.Jna:Cturricion aéSmin en cada lavado; después se fijaron las preparaciones 
-•• • • •",;.,:••·'··-;.:,,•e"'•' •-' • ,. • 

, .e~ _tn~t~ribl:fülr~'rkri'~urante 5 minutos y se dejaron secar durante algunos minutos. Una vez secas, se 
,·, ':~·-:t_; ;_: .. ~:-. --:-~tt~-3i~:,;-h~,:rnf:<:;:~;:t.!~~: ~- ·_,_; ·.- · 
}'i~.glJ!}r~llf,C!ÍÚ!n~una caja de plástico con ranuras hasta el momento conveniente de la tinción. En estos dos 

fü}J1i]~~()}~f~i~. i~mbién se trabajó en oscuridad pero bajo luz amarilla para una mejor manipulación de 
-'~ -'· --. ,. - . . -' -

las muestras .. 
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9) Tinción 

Debido a que la luz inactivaal fluorocromo utilizado .-"-bromuro de etidio-, esta parte también 
•_ ·. - ~ .":·,:. -,::.._.." /_ - ;·' ~«·--> ~;' ~-:·:,_ -~~?>.-,;_~;:e,-~:· .. ~,':~o:.:·::.,,'·.=;/'·):.-,',;,<~~' • ~_-;:.·.:-;~·'._::'-'._<_.'_".· -~·< :· .. ;~ .. -: __ '.:.-:,< J~:, -

La observación y ~~loraciól1 del dañp .al ADN se realizó en 50 núcleos consecutivos de cada 
·,' "~- >: . . ·· 

laminilla, me,di~~t6•1os.'6bJeÜ\l{)sj6x y 4-cix'de un rril~roscopio de fluorescencia Zeiss, equipado con un 

filtro de exdta~lón;:~¿,~15~j(jri_n~.)' 'un ri;~t,rb ;e:~afr~ia.de 590 nm. Los parámetros obtenidos por este 
·.·· .· ,..._ ... _,_, ... ··->º- : '.·-~ - :. --<-~-----~;~"/--.-<' :'·-~~~>-.""" :~'.'.-'.~··· "'""-:,:_ .. _'~-;- :-. . 

. medio/ fúerÓh' itrr~C:~·;Ji6iii;d~/r1ri~ie6~ ~ri~ .y·~·¡~·:~6hl~~~s (Fig. 2) y la longitud (en µm) de su cauda 
-.;·.. ..-, .. ,_-."-, '-~··>.: e,.-,<>~ 

(ADN qu6 rr:i~r6). 
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Íl) Análisis estadístico de los datos 

Una vez obtenidos los datos, se les aplicó una prueba estadística con la finalidad de verificar la 
·, .·. .. 

validez del estudio, en este caso se;aplicÓ 1Ü prueba U de Mann-Whitney, que permitió conocer la 

C~n'·~YJ&~·a;1f~hC)~etésTATISTICA, seobtuvieron los histogramas de frecuencias para cada 

concentr~~i¿~.:'JX~';ª· 11:nalidad de analizar el comportamiento de los datos entre los tratamientos y 
- :.· ···:<", .. ,,_ :· _, :-

establécer:, si realmente éstos presentaban una correlación gradual y directa en función de su 

concentración. 
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VII. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos corresponden a tres experimentos distintos y al no haber diferencias 

entre ellos se promediaron y se presentan en la tabla 111 y en las figuras 4 y 5, lo que permite una 

apreciación mejor del comportamiento de los datos con la concentración. En la tabla 111, se comparan 

·;~s:·~j\l·~je{d~;~igración de ADN (µm) y la frecuencia de cometas (%) en términos numéricos; en 
···. ··-·--· _., ... : .-.: "-=. ·~·· -· < .·· -

,;· '~~~~~ ;~~J~~J-riéfros la migración alta (que ocurre entre 50 y 300 ppm) coincide con las frecuencias 

<( ·. ~ ;¡~:":('. -~~~:>-~:~ ~:.;n;~\:{:: i '. . 
~~<·, :"'m-riyó_r~s·\-ep __ ._este rango de concentración, excepto con la concentración más elevada de 400 ppm cuya 
·~,:{?~::-,:?~)\::};~/:t::::tfa~::t:.t-'.,·;~- . 

• · baja' migración también es compatible con su menor frecuencia, lo que conduce a suponer un deterioro 

en la capacidad metabólica de las raíces. 

Gráficamente, los promedios de migración muestran un comportamiento asintótico entre 50 y 

300 ppm y después un descenso súbito como exhibe la figura 4; sin embargo, en comparación con los 

tratamientos, tanto el testigo positivo como los testigos negativos presentan el efecto esperado: el etanol 

con el nivel más alto y los negativos con los niveles más bajos de migración. El mismo comportamiento 

·, ' 

se observa en la figura 5 en que las barras de frecuencias de cometas en las concentraciones de 50 a 
'.·' ·¡. ·' ,.·· 

/, 300 ppm es más uniforine;no asÍ.~n'~oo,ppm donde también se nota el nivel más bajo y en los testigos 
.. -.;-.: .· --~::·'·':, .-. < ~ .. -:(;'.~. .· .. (::_::":.¡: }U.~~::.:;{;{A:.~Z:·~'.: :~:~~H?~:/:::~~-:;:~;(~·t:::·;~:'.i.~H/r~·;r~!:~~/-~,:tt;.r 

el cóinpóriámieritc:i"esp~rado: Enambas~figuras el punto análogo es la concentración más alta (400 ppm) 
.· . ' . -,·>:·.~, ·:~-~ :'' ... >;-::~::. '::?~·::.''.~~:·~~:~;' ·~ ·_t· ·~~ .· ;~~.,--~ :.::~;- ;: .. ~ ::~; 

·. en la que se suponía eLnm9orefeé:tÓ.' ··•· 

En la figura 6 se muestran una serie de gráficas con los intervalos de clase que corresponden a 

la distribución de los datos por concentración, en cuanto a la migración de los cometas de ADN. 
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En las figuras 6a-6c se percibe una tendencia sesgada hacia la derecha del intervalo de clase 

. con mayor frecuencia, por lo menos en las tres primeras concentraciones, pues en las dos últimas no 

'; ·,.hay un reconimiento mayor en el mismo sentido que indique una relación directa entre la concentración 
; .. ~.,.· ·-,~·- - . . . 

é'i~~~ie~ddayel efectóproducidcf:'Eri.ta menor concentración (50 ppm) la mayor frecuencia se presenta en 
:-·'~:i[~'.~-~-;,~t]~~~-;~2:~~fi_~·" -~- r . :<>" :2:~,:·-~~-c~·~~-:-::_<~~?~:~·,,:;;;:+~/!' .... ' 
:co·.~(in·t~~;aÍo de 60-80 µm, lo·q-uelmplica que más cometas migraron poca distancia, es decir que el daño 

·:1 -,,•• -- •C - -C' 'T 

·'·"+·: ·;. «'·'·'' ~i -. 

<'• ~i~A[iN'iu~ ~erib~ en esa concentración (Fig. 6a). Mientras que en las concentraciones de IOO ppm y 

200 ppm (Fig. 6b, c), se aprecia el sesgo de valores hacia la derecha con un pico de migración entre 120 

y 140. µm, mientras que con 300 ppm de asulam la mayor frecuencia se translada nuevamente hacia la 

porción izquierda de la gráfica como sucedió con la figura 6a, mientras que con 400 ppm (Fig. 6e), las 

frecuencias tienden a hacerse asintóticas sin rebasar el nivel de 25 cometas. 

En cuanto al comportamiento de los datos, manejado mediante el programa ST ATISTICA, se 

expresa en cada gráfica una curva que indica la distribución normal esperada y mediante la prueba 
. : .·... \ . .' 

estadí~tica'deA~'derson~Darling, se comprobó que ninguna concentración muestra distribución normal, 
- ;_- ·;·'··· ··. .__ . 

y yiiqueJap >o.Os, por ello se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alternativa que afirma 
,.- ,·, , ~:;,:-~<f~~' 
: .; que fos datos no'se ajustan a una distribución normal. En función del análisis anterior, se aplicó la 
.. ~~~-i =.'-'<:: .. ~-' -.;:.;- -" ·' . . . .,_ '.-

·,:\:. ~ft~~a nc/p~fa~étrica de Ude Mann-Whitney, que permite hacer comparación sólo entre dos grupos, 
. ·~'- _J.·~·"'?._,:,'·>';-".'·:._::··· .. -.~-·-·,·-:·-,.:':': .-/~--:-~:-. -~<- :.' ·.·: .-

,;;;·2,fü~i'.p~e~.~h.':~~{~fün~i;,~~~ § más variables y se pudo comprobar la validez de los experimentos al 

:· :::~::,~_-~r;,:};.~·~~.~~.~ú~~~7:._;~1~~~::~~~~¡J~~f)~:lI~.i~~g~~;~~;)tf(~; /aH~~<~-.'.~ ;. :, ····-::_::_; ._ : . ~ .: -. :: ~ -_. -. 
!~'·º~,t~r:i}!~s~~~,,~,r.~s;~!f~r~íi~~~~::~ig~ifi_c:ativ:is ~ntre el testigo negativo con la fracción enzimática S 10 (Fig. 

'; ·¿~)~~¡:~~?~j~~~b~1i;~~~~~f~~&~~t~;{'~;d!&6i>Loe igual forma ocurrió con el testigo negativo con medio 

,•· ·\ ·: :~,: :.:~:ID·:f:!/i;;;'\:;~K'~W.5':!'f.:W:li5f 'i1':'f-,·Y,i)'é'.· .. · 
+ hnfocttqs .(Ftg;.6~). que strvteron para venficar que esas substancias utilizadas en los experimentos 

.'. nó provocaron cometas; 
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VIII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El conocimiento del metabolismo vegetal de los agroquímicos ha sido un componente esencial, 

para conocer las rutas bioquímicas y hasta ecológicas que pueden seguir éstos y por ende, sus 

sistema biológico para el monitorei"J~:~i~e~s,os agentes peligrosos para el ambiente y riesgosos para la 

salud humana. 
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Con la finalidad verificar la capacidad metabólica de esta planta, se utilizó como testigo positivo 

al eüinol (12,750 ppm), que como era de esperarse produce frecuencia alta de cometas (97 %, Tabla III). 

L~ ac~i~ación de este alcohol por Vicia faba, consiste en su transformación a acetaldehído, molécula 

·•. respoTl~~~G1Jde1 daño g¿~éti~ó·~ri los linfocitos humanos in vitro (Takehisa et al. 1988) e in vivo (Tabla 
. : ... '<:'.<:"~"· :·.~<\;.',: /;, ,':· :·.:··;\,- .·:<.'.:': .. '-; '. · .. ,'::.':,~.::'.·.~.-,/~:.;:j:.::.'·.:.:·.: ... · . ; 

. , :.:~ 1)F~;~~-~~1:;";~}~~~.rt&~~~~{\~~~;~~t~i~;!;}~~sI~,i~~:i6n_ d~ la e.nzima alcohol deshidrogenasa dependiente 

.,,_ :':: ::::. dci lil'ilicOtin·amidU'.7adenin··.diñúcieótido··cNAD) 'e.Orno cofactor y se lleva a cabo en las mitocondrias y/o 
.- ... :_-~·_:·_;· -_:·;·,'.~., ~;~:-,. ~~~xL;_;._j~~;~~-,~-:;1;~~:';~~-¿~?~~~~~~~:~:rE;'.:,.: .. ,_:;;(;.:;_:;~~,--2·;_ >:~:-·~ -~,.:~~--- .. · . -· ·=· -~->~--~ · ........ __ ·'. · · ·' <~ en ~;1'.J,c!,~~P,;f~~;~\1~t~~.,~!0~;i*~&~;iU,"él~~ada de cÓhiet~s obtenida en estos experimentos, confirma lo 

·•·. des~rito'porTákehisáy Kariáya (1983)~ en cuanto a que el etanol constituye un potente promutágeno 

~rnv~dJ~0r~'~iM1JiJbd~ inductor de ICH en células de criceto chino y en células linfocitarias humanas 
.- :·-_ ... '.' .,·'."\ :> .. <,'. ·-~:~,.\!1: ··-.: ;" 

(Gó;uez A.rr~;c:>'et ai. 1995), sólo que en este caso se estudió la inducción de cometas en los núcleos. 

Con respecto al asulam, Luna (2000) demostró previamente que éste se comporta como 

promutágeno .• ac.tivado por el metabolismo de la planta en cuestión, al producir ICH en células 

:lirif0Citarlas,~stimul_ad11.s cuan~o se cocultivó el he~bicida con la mezcla enzimática SlO. Lo anterior, 

JJe1~~;·~Ü~~~:trif~~!t~~~:~~Úda1ld6 directamente soluciones de asulam a las plántulas de haba (Fig. 6a-

·. . ' ~). ~~,'este ~~d~J··:it~l~J~tr~·~I efecto genotóxico en los linfocitos por la acción del extracto de Vicia 

.};j~b~;~~~;~~~t!~}~-~~t;~~~t\:~o.;itos del herbicida asulam, después de haber sido transformado por esta 

pl.lhta; ¿~rr6~o~~nclc)' q~~·dicho agroquímico efectivamente es un promutágeno y tiene propiedades 

·. genotóxi~~ssobre las c.élulas humanas aisladas o en cultivo. 

Enel presente estudio, sólo se realizó la evaluación de tratamientos con activación metabólica 
' - . . 

in vivo, en virtud· ~e que el trabajo de Luna (2000), establece un precedente en la elaboración de 

experimentos directds y con activación metabólica in vitro del herbicida asulam, de modo que fue 
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necesario evaluar la respuesta genotóxica cuando el herbicida se aplica directamente a las plantas, es 

decir in vivo. 

Los promedios de la longitud de migración del ADN y las frecuencias obtenidas a partir de tres 

experimentosJfabl~ I~I), ciertamente no muestran un comportamiento de aumento gradual con respecto 

ri la collcentf~~j¿~;;·%~~;g~~ tj~'~ ~o éxistell <lfr6réncl~s~i~nifichtivas entre los tratamientos a excepción 
¡.- ,··:,_:; ·¡ . 

de 400 ~~n1';'(T3b{ifu"'y Fig. 6), sin embargo, ocurren entre los tratados y los testigos (p < o.oo t ), 10 
-:- .·.- •;,:····~'.-;:~;·;.··~\-·:.o~ .. -,.· -·:· •" 

qJé contrlbJye ···3· dar confiabilidad a los resultados obtenidos en los lotes experimentales. Otros 

éle~entos para tomar en consideración, son la viabilidad celular y el uso de dos testigos negativos (uno 

con la fracción SlO y otro sólo con medio RPMI 1640). En el primer caso, antes de someter las células 

al tratamiento con los extractos vegetales, se midió su viabilidad con la técnica de azul tripano, 

obteniendo porcentajes que oscilan entre 95 y 98%; lo anterior es muy importante, ya que si la mayor 
. . 

; . ,-

parte de las .célula( estuvieran muertas, no se podría determinar si la ausencia de cometas fue debida a 

que rio h~bd:-~rri~io déf'~s~l~rii.'.cón rélación a los dos tipos de testigos negativos, ambos presentan el 
. . : ·:, ~-;· -~: ~:.;~;~~ ;:~.; :,;\~}¿ .:··-~~@~~~ ~~5:~G~:,~ :!:~tri/ ;M~1~~,;~f i~~;~;i}~~tti~~<i~~ .f ¡~; ~~~;-,:_-. ~; .-. -

comportamiento•esperadó;'de;\frecüenCias sumamente bajas de linfocitos con daño (Fig. 5, 6g y 6h), 
-~ < ., -_·:.:>-: .

1

_~ ... ·-<' .. :_w~--·-\::·i~::,:i:~~~~;:;\;~1;~~-i:{~%~~:.:.:f¡~~~~:~:p;r~~---~-i:.:·: -
indicando q~~·.t:f~CÍiy¡¡rye~t~:;'fÜ,eprovocado por la acción de los extractos, mientras que el testigo con 

~~¡~ i~ri~f t:t~~~b~f id~~~¿~ extmoto• y el óptimo de,.m>llo de la técnica de el~tmfore•i•. 

c6~ 'irelaci
0

Ón al . comportamiento que presentan las concentraciones entre 50 a 300 ppm 

piasm'ado:en las figuras 4 y 5, puede advertirse que no hay diferencias substanciales, por el contrario 

son muy ,semejantes entre sí, lo que lleva a suponer una explicación basada en la cinética de la enzima 

d.e acuerdo con el modelo de Michaelis-Menten. Cuando una enzima (E) se combina con el sustrato (S) 

pára formar un complejo ES con una constante de velocidad k 1, el complejo ES tiene dos alternativas 
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posibles: puea~.clisÜci~r~ell~it~~yS.coñ una constante de velocidad ki, ó continuar hasta formar un 

·· pfodu~to'Pc~~:·;ÜW~~c:.6hst;~t~'~dé'Tvelocidád k3 (Stryer 1995). Para el presente caso, el sustrato es el 

.·· .. jrt~!i~lii!~~!i!i~1:~:;:~:::~;;:.;,:;:i~u,:e:~~::6:·:::º7 ::::::~: 

...•. ;·~genoti:fxicos.;fal~llei.1r!líieiízim1Fai1á;,velocii::lad 'máxTma!la'canlidad de producto tiende a mantenerse 

'córistanté'iriétepei'icliéíiteine·ri'té''de'laJ5°"ncentrációñ'.i::le'hérbiCii::lií'apliéado; De modo que, posiblemente a 
: .·· -_ :: /~ l;. ~~(: ;:~?~~~~;·;~~-~~~~~J.J~~;:~j~~{~f.~·;JR;:~~~:-;P,;~iéi~t:~l)~~!'.~S~.i':~ti;::.,~_:;y:· ;·-~. ;: .. -'. - :.. : · .- -.'.. :· ~= :} .· J.c:~~ \ ' 
· '.507 ppm<la;:(fraccióti ;:stO}.estaba',comenzando ·a llegar a su velocidad máxima y en las tres 

co~ce~tra~lt~:~·'.¡i'iJi2~~~~::·~~:zn¡¡~ad.de producto seguía manteniéndose, por tal motivo el efecto de 
·:;,~ ~ :, :.-,~'}·.-\',, ··~:·: .. ·-. · .. __ ;, •. :¡ -~·,,;. •' __ - ' 

. ~ -.-._- _, -_ '·.~.-- :-.; •', :·,·:· 
' ... ~ : ·1: 6j. - , ... - ·. -

daño al ADN sé.ináriifiestá sin variaciones significativas entre sí. 
- . -. ' ~·--..- .-.-~:,-.:' , .. • .-. : . 

·,. ; .. ·,L·;:: ),,. / .... _--.,. 
~::·'·:,:~:. 

-·._.:_:.<_··,. 

·· Uria búena. p:arte, de los estudios de biomonitoreo citogenético de diversos contaminantes 
:·<; .¡· 

ambientales establec~n éurvas lineales ascendentes de dosis-respuesta de un mutágeno en particular, y 

gene'al~e~te;;~~ciJt[ene u~ modelo lineal de comportamiento que permite deducfr fehocientemente la 

·.~lri~~.~~;,;~Míi~~~~1$~i!~~;:;~rm:·~; ~c(;t!l*:•~\i\l~f\~ .. ~ºncentracioneo ceru,ick 19s1i. 
'~>:·:_··~·;t_Sin~embrirgOi·.:IO.~ariterióri·noTSiempre~-se-::cu·mpié:·(Fig:·1:-.'4.~);.~_sy~·como··en:-eI presente trabajo, en el que los 

!:r·. b{;-'!c:!t:~;'i{.·:·~~f;'Gif{i!:~~~l)!':ii:9'.1~:f'.',j;~t~:.'~}$.f t~·:i~-:-:;;jU:k!~:!;'.;i;,~;~,~k~~,,1~0: •• :.v:~\~;:}~;t~~;~iF~t'~t·· .• . 
;;"}•;. resuJtados;110:,múestian • .un é:olnportamfonfo: lineal )(medidá:'.qlie 'iúimentrila concentración del herbicida, 

f ·\~!~~í~~1ít,~ltk~~Ji~i1~1~1~1~ttJl~i~i~jeno' a 'º' metobolito' del 
/·. ,;::asul~J11),qye t~r111J1ei:i[se:;.e11c.ue.ntren ~eni!,el;1,extracto/•Peroieste•·no'es :el· caso para los resultados aqut 

: ~~f t~i~~(f ~~~;~~~i~!\%~~1~l!~~~f!\i~~~li\\~\~Wín,idem que 'ºn 'u' meto bolito' 
·los causantes del daño aLADN; puesto que: , .. mcübariel:líerbicida con la fracción Sto obtuvo una 

h~ ·;, ·'\:: :,~/: • ·~ • .. • ·: -:··.-:·i~ · · ';; · ;: ·'" · ~;:~~:·::,~~~:w~~;'.-:.·1~~: ,~ .~:~·~t:: _: f~i~/:·~ :~·J~~\~á~~~;.:'.~~1:~;~~~:.~::'.{~f;l(;:;)~'. .: 
correlación. po~itiv~ :,~~~:consistió <éri Üti éliií'ó'.Jricreménto de ICH a medida que aumentó la 

·º?. --~ -- ···"'~.: ,!//" !(:~i: __ ... 

concentración. · ' , '°' · 

50 



Las frecuencia~ ()~t~ná~; ~stin rfi~y cer6~na~ entre sí como se expresa en la tabla 111 y la 
;. -~~-' ,' .' .. _, ' 

increm~nt6Ia frecuencia de ICH 'en Hn,i'ocitos humanos por daño a las células de la planta. 
·. ' ,• - ' - -:~. ·.i,"; 

Una observación que refueraa el 'fenómeno anterior, es el aspecto macroscópico de la mayor 

parte de las raíces necrosadas de. Yi~ia- faba después de las 4 horas de tratamiento: presentaron 
'_.:.·: :• ... :·-. 

tonalidades de color café os~~ib ;:~l·t~ci~o;séJercibieron muy blandas, en comparación con las raíces 
:. - -\-_'.i, ,,·::...,: ~:;: [~.-~~r-~:~~:~~(.<~:-i:,),.Y.~ !·~~~.~~:~;0_;!.J>;;~~~~~:/ ~'.;;_~ .. : :: .;.:~;--

expuestas en las conc;entraci(>11(!(a,ritéttofes:,:qúe"m~r1tuvieron su aspecto natural. 

, :: ;'<j((~~~¡;:·;;~t,.f: 'N; . ~-. .'.{2'; ~,; . 
' ,, .. . ,;·:~;'."--'>~)>; ;t;';f,'·~:~{ ,, : '• . '/; 

Encomparaci,on:c.on_Otras;técnic· ., .. :biomonitoreo citogenético, el ensayo cometa permite la 
~- · · · .': :~ · ~.~ __ :r·;r: .. ·. · .. ··~ -~·-·:_·: · ·. ;· ;-:1~?:::~ :'??~!-~>-~F:::?:/:\;:_~:~:...:1~~-¡_f:/'.·~: ::~·. 

detección d~I daftÓ ~I ADN!d·~fro~~' ;~)üiiJiiiue~te más rápida. Sin embargo, el ensayo cometa es 
-. _-. _ .. _. ... '.:·'l''."'_.-,-;: .. :.:<'.}'.'_.";<t<,.-.:;;-:-;<.·~·:·.:>.·-:_ -

. ',;-·-

sumamente sensible; de modo'qúe cúalquier alter~Ción en el control de las variables (temperatura, pH, . ·. - .. .,'' 
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voltaje y luz; entre las prlncÍpates) por mínima que sea, provoca frecuencias elevadas de cometas en los 

testigos n~gativi~; p~;:~iae, la anulación completa del experimento. 
·- · : .. ·'~_>:: ... :, iYf :; : : 

·<·;:· < :,·,';,·:>~ 

__ ,_,_':.:· -.• ~>~·~~·~)" 
. ',,.- :·:, '·';-

F.i~~i:~i~.f~il~~;t~~~0inos generales las diferentes pruebas realizadas con extractos vegetales de 

·· á~~lan{ 1~lI~s'Ct~'ií'fi~~~l~-8'f5~~~gc'ri~tÓxicos en las células seleccionadas, lo que indica que el herbicida 
:· ', - -. ; .·. - ~_: ____ ,_:. ~:!"· ;._.¿'.J_<;·".-0.:'.'{!'.--·.'.:,;;~.,;;;--~·,;:. .. _- '· ;::_: 

·: ·: -~ ~:< ··:·'.·~,i .. ·- ·--!T(;?.~~:~li ;i~'.~~f~)~~-~::·_~E,::~;;: · · -· ·<--__ : 
represéñta•cierúiiñéñté:'ürf"'peligro potencial para los consumidores de los cultivos, no obstante conviene 

_ ~;~_; \ ~:/.;~ ;· -:~f \;:~~_:á:~~k~:~~;~:~r;;iitV~~~~f %~;~~;1_:;:::·- ?.:_:. - . 
· aClara·r que)la manifestación del daño al ADN en los individuos dependerá de la convergencia de toda 

.. u~~i~K~;,Já~')ij~¡¡~~~ ·~ahto endógenos (características intrínsecas de los individuos) como exógenos 

·:~. (J~~&iic'i§n' ·a radiaciones ionizantes, microorganismos patógenos y toda una gama de agentes 

·químicos)~ 
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X.TABLAS 

TABLA 111. MIGRACIÓN DEL DNA Y FRECUENCIA DE COMETAS EN LINFOCITOS DE 
SANGRE PERIFÍ~RICA HUMANA TRATADOS CON ASULAM A TRAVÉS DEL METABOLISMO 

DE Vicia/aba. " 

CONCENTRACION 
(ppm) 

MIGRACIÓN DEL DNA (µm) 
X ± EE 

FRECUENCIAS DE COMETAS(%) 

50 
100 
200 
300 
400 

Testigo positivo 
etanol 12,750 m 

Testigo negativo (fracción 
810 

Testigo negativo (células + 
medio de cultivo 

111. 75• ± 3.07 
114.64* ± 2. 74 
107. 23* ± 2.96 
103. 70* ± 2.59 

77. 84* ± 4.64 

121. aa· ± 4.99 

2.60 

2.17 

ªPromedio de tres experimentos . · ·, .i , · '· . . . · · 

96.66 
96.66 
97.50 
97.00 
69.50 

97.00 

3.50 

3.00 

•se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de tratamientos con la prueba de U de 
Mann-Whitney, con p < 0.001. · · 

~·····-------· 

TESIS e·· 
FALLA DE OhlGEN 



XI. FIGURAS 

Estatus clínico, estilo de vida, 
dieta, exposición ocupacional, 
contaminación ambiental 

Tejido nasal 

Tejido bucal 

Células sanguíneas 

, \ Linfocitos 

Leucocitos 

Células de epitelio 
~--- urinario 

Figura l. Tejidos humanos a partir de los cuales pueden obtenerse las muestras 
celulares para los estudios de biomonitoreo con ensayo cometa (toma
da de Kassie el al. 2000). 
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Figura 2. Núcleos linfocitarios observados a través de microscopia de 
fluorescencia. Nótese que los dos núcleos de arriba son los que 
presentan el daño expresado con una cauda delimitada por el 
segmento y la flecha (longitud en µm); el núcleo de abajo no presenta 
.cauda y por lo tanto no tiene daño (tomada de www.cometassay.com). 
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Jeringa previamente 
heparinizada para obtener 
la muestra de sangre 

LINFOCITOS AISLADOS 

ELECTROFORESIS 

~o 040 niinutos 

25V,3oomA 

+-pH 2: 13 

~.· 

DESENROLLAMIENTO 

DELADN 

~o 1ninutos 

NEUTRALIZACIÓN/¿;:::.~·!"-•;·:::/ .. .,\ ..... 
pH 7.5 ' ..•. ¡_;_;¡ TINGIÓN 

10 rninutos 

Mont .,;. d• ),is e-O lul.lS 
sobr• g•l.;s d• agaros.l 

Solución d• lisis 

pH 10.0 

r-01· lo m•nos 1 hora 

Visu,1li Z<ición del d mio 
mediante microscopia 
de fluorescenci,1 

TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 

Figura 3. Metodología básica de la electroforesis unicelular alcalina 
(tomada de Rojas el al. 1999, con algunas modificaciones). 
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Figura 4. Niveles de migración del ADN (µrn) a concentraciones difim:ntes del 
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negativos (fracción SIO y medio). 
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Figura 6. Intervalos de frecuencias de la migración de cometas de los cinco tratamientos de asulam y de los 
testigos positivo (etanol) y negativos (fracción enzimática S 10 y medio de cultivo) su distribución. 
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