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RESUMEN 

El Triasulfuron (Amber 7S GS®) es un herbicida utilizado para eliminar 

maleza. Su mecanismo de acción está relacionado con la inhibición de la 

síntesis de aminoácidos, como valina, leucina o isoleucina por acción de la 

enzima acetolactato sintasa. Se ha relacionado con la inhibición del ciclo 

celular en células de mamíferos por interferencia directa en la síntesis del 

ADN. El ensayo SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) evalúa 

la genotoxicidad de agentes, basándose en la pérdida de heterocigosis de 

genes marcadores. Para este trabajo se utilizó la cruza estándar (E) que 

tiene niveles regulados de los citocromos P4SO. Basándose en la CLso (3.2 

mg/ mi) para la cruza E de D. melanogaster, se realizaron tres 

exper!mentos independientes, en concentraciones de O.OS, O.S y 4 mg/ mi 

del herbicida. La concentración de O.OS mg/ mi que es utilizada en el campo 

no fue tóxica ni genotóxica. La concentración de 4 mg/ mi tampoco fue 

genotóxica y considerando un 40 % de sobrevivencia al administrar esta 

concentración se infiere una selección de los individuos resistentes. El 

herbicida es genotóxico porque la exposición a 10 veces la concentración 

usada en el campo (O .S mg/ mi) resultó significativamente positiva por lo 

que la acumulación de este agente en mantos freáticos y la sobre 

exposición laboral, implica riesgos para las poblaciones . 
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INTRODUCCIÓN 

La evaluación de los peligros para la salud por productos químicos 

industriales, contaminantes del ambiente y otras sustancias representan un 

elemento importante en la protección a personas laboralmente expuestas Y 

miembros de las comunidades o poblados (Loomis, 1994) . 

Los estudios de toxicidad tienen que ver con el uso de sustancias 

químicas en la medicina humana con fines de diagnóstico, preventivos y 

terapéuticos; en la industria de los alimentos como complementos o aditivos 

directos e indirectos; en la agricultura como herbicidas y pesticidas, 

reguladores del crecimiento, agentes polinizantes artificiales, complementos 

alimenticios para animales y en la industria química, como solventes y 

muchos otros tipos de sustancias químicas (Lu, 1992) . La tox icidad de una 

sustancia se puede incrementar o disminuir por la exposición simultánea o 

consecutiva con otras sustancias como adyuvantes o surfactantes (Puricelli, 

2000). 

La genética toxicológica estudia los efectos mutagénicos y/o 

recombinagénicos de agentes químicos y físicos, as í como sus 

consecuencias. Se considera como mutágeno a cualquier agente que 

induzca cambio de uno o pocos pares de bases (mutaciones puntuales) y 

provoque aberraciones cromósomicas estructurales (deleciones, 

duplicaciones, inversiones y translocaciones) o numéricas (aneuploidías y 

poliploidías) resultado de afectaciones en los componentes del aparato 

mitótico o meiótico y alteraciones en el ADN por inhibición de los 

mecanismos de reparación (incrementando la sensibilidad a los efectos de 

muchos mutágenos) (Puertas, 1996) . 

La recombinación genética es un fenómeno de importancia universal 

para los sistemas biológicos, desde virus hasta eucariotos superiores. 

Contribuyendo a la variabilidad genética y siendo de gran importancia desde 

el punto de vista evolutivo. En 1936, Curt Stern (Spanó et al., 2001) 

demostró que la recombinación también puede ocurrir en células somáticas, 
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durante la mitosis y no solamente en meiosis. Últimamente se ha 

demostrado que la recombinación es un fenómeno importante en otras 

funciones celulares, tales como la reparación del ADN y en la generación de 

variación en las inmunoglobulinas de mamíferos (Engler y Strob, 1988). 

También se han desarrollado pruebas para detectar recombinación mitótica, 

sobre todo en levaduras (Zimmermann et al., 1966 en Spanó et al., 2001). 

Ha llegado a ser evidente que muchos agentes que causan daño al 

ADN, también tienen actividad recombinagénica (Hoffmann, 1994). Se ha 

visto que la recombinación puede ser responsable de la pérdida de 

heterocigosis en células germinales y somáticas, promoviendo la expresión 

de enfermedades hereditarias, causada por alelos recesivos o puede estar 

envuelta en la progresión de neoplasias. Este mecanismo ha mostrado ser la 

causa de la expresión de varios oncogenes y genes supresores de tumores 

(Bishop, 1991; Marshall, 1991; Sengstag, 1994; Happle, 1999). 

Todos los días los seres vivos estamos rodeados de sustancias 

químicas potencialmente peligrosas y algunas de ellas están relacionadas 

con el inicio y la promoción del cáncer (LaGrega et al., 1996). El ser 

humano puede quedar expuesto a cancerígenos químicos en su sitio de 

trabajo, a sus hábitos personales o por los alimentos que ingiere. 

Los herbicidas son productos químicos fitotóxicos, utilizados para 

destruir plantas indeseables (maleza) para la agricultura, inhibir o alterar 

su crecimiento e interferir y malograr la germinación de sus semillas 

(Gómez, 1993). 

El modo común de acción para la mayoría de los herbicidas es vía 

arraigue rápido (raíz) y vía follaje, donde el herbicida es trasladado al 

meristemo de la planta (Figura 1). 

3 
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Fig. 1: Rutas de translocación de los herbicidas en la planta 

(tomado de Gómez, 1993) 

Cuando el traslado del químico ocurre, las células de la planta 

experimentan un complejo proceso metabolizador, y después de un periodo 

de tiempo dependiente de las propiedades específicas del químico lo 

inactivan y eventualmente desintoxican a la célula (Figura 2) . 

4 
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Fig. 2: Interacción de los procesos que conducen a la descomposición, 

inactivación y eliminación de los herbicidas 

(tomado de Gómez, 1993) 

Aún son desconocidos los mecanismos precisos para el complejo 

proceso de biotransformación de herbicidas, sin embargo, este metabolismo 

puede dar como resultado una variedad de compuestos diferentes, 

derivados del material original, que pueden liberarse al ambiente. Esos 

metabolitos pueden o no, haber incrementado características genotóxicas o 

efectos sinérgicos negativos con otros químicos presentes en la biota 

(McEwen, 1979) . 

La penetración de cualquier herbicida en el cuerpo humano se puede 

efectuar a través de tres vías: oral, dérmica e inhalación (Figura 3) (Gómez, 

1993). El riesgo profesional al utilizar los herbicidas radica en el operario 

que trabaja con ellos, pues permanece envuelto en una atmósfera 

contaminada por la pulverización o el espolvoreo del compuesto. Si no está 

protegido, respira esta atmósfera y su piel queda expuesta al contacto 

continuo, directo o a través de su vestimenta. 

5 
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Con frecuencia los daños de los herbicidas a la salud humana no se 

traducen en alteraciones sensibles e inmediatas, sino que a la larga pueden 

producir síntomas tóxicos de diagnóstico difícil. Hay que tener en cuenta 

que incluso las materias inertes usadas en la formulación (talco, caolín, 

kiesselghur, atapulgita, etc.) pueden causar enfermedades crónicas del 

sistema respiratorio (Barbera, 1976; Burroughs et al., 1999). 

Contacto epidérm ico Inhalación Ingestión 

Fig. 3: Vías de exposic ión a sustancias químicas provenientes de tóxicos 

(tornado de LaGrega et al. , 1996) 

Triasulfuron (Amber 75 GS®) 

Lo anterior podría ser el caso del Triasulfuron (Arnber 75 GS®) que es 

un herbicida que pertenece a la familia de las sulfonilureas . Éstas se 

descubrieron en la época de los 70s y para el año de 1989 representaban 

cerca de un billón de ventas y una gran cantidad en el mercado (Battagl in, 

1998; Short y Colborn, 1999). Se ha observado que el Triasulfuron (Amber 

75 GS®) puede eliminar malezas en huertos y viñedos. Su mecanismo de 

6 



acción está relacionado con la inhibición de la síntesis de aminoácidos 

(Stidham, 1991; Cobb, 1992) . 

Los componentes del herbicida Triasulfuron (Amber 75 GS®) son: 75% 

de ingredientes activos (la sulfonilurea Triasulfuron) y 25% de ingredientes 

inertes. La dosis que se utiliza es de 10 g/ ha. equivalente a O.OS mg/ mi, 

para aplicaciones pre-emergente y post-emergente, selectivas a los cultivos 

de trigo y cebada, que ejercen control sobre un amplio espectro de especies 

de maleza de hoja ancha comunes en los cultivos (Novartis Agro, 2000). La 

fórmula química del Triasulfuron (CAS No. 82097-50-5) es: 

2-(2-cloroetoxi)-N-[ [ ( 4-metoxi-6-metil-1,3 ,5-triazin-2-il)am ino ]carbonil]bencensulfonamida. 

La estructura del Triasulfuron se caracteriza por la presencia de un 

puente sulfonilurea conectando a dos anillos aromáticos. El anillo que 

sujeta al átomo sulfuro tiene un sustituto orto, pero por otro lado puede 

consist ir en bencéno o anillos no-aromáticos . El otro extremo del puente es 

un sustituto pirimidína o triacina en posición meta (Figura 4) . El 

Triasulfuron es aplicado por dispersión en la superficie y horizontes altos de 

la tierra y se vende en gránulos solubles en agua. 

7 
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Fig. 4: Estructura química del Triasulfuron 

(tomada de Index Merck, 1996) 

El Triasulfuron es uno de los inhibidores de la enzima acetolactato 

sintasa (ALS, conocida también como acetohidroxiácido sintasa, AHAS). Esta 

enzima está localizada en los cloroplastos de las plantas superiores y 

juegan un papel importante en la ruta biosintética para la ramificación de la 

cadena de aminoácidos como valina, leucina o isoleucina (Stidham, 1991; 

Cobb, 1992). El complejo enzima-herbicida que forma, da como resultado la 

inhibición de la cadena de estos aminoácidos (Stidham, 1991). Con el 

tiempo, esta asociación se convierte en un vínculo estrechamente complejo, 

incrementando la afinidad por el herbicida (aproximadamente 10 veces) y 

por lo tanto aumentando la eficiencia del químico (Percival y Baker, 1991). 

Así mismo, se ha detectado una relación entre la inhibición del ciclo celular 

en células de mamífero y la deficiencia de isoleucina que trae como 

consecuencia una interferencia directa en la síntesis del ADN (Stidham, 

1991) por lo que se esperaría un posible efecto negativo para el ser 

humano que aplica y está expuesto a estos herbicidas. 

8 
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Las instrucciones de aplicación establecen que todos los cultivos sin 

excepción pueden ser tratados con el herbicida (De Liñán, 1997; Novartis 

Agro, 2000). Los residuos pueden permanecer en el suelo de 3 a 24 meses 

después de su aplicación, dependiendo de las propiedades físicas del suelo. 

Se encontró que bajos niveles de pH prolongan la duración del Triasulfuron 

en el suelo como resultado del subsecuente esparcimiento del herbicida 

(Blacklow y Pheloung, 1995). Su débil naturaleza básica causa que el 

herbicida acepte un ión de hidrogeno para formar un catión, aumentando la 

afinidad por moléculas cargadas positivamente dentro del suelo (Werck

Reichhart et al., 2000), como una sustancia orgánica o arcilla. 

Esto incrementa la persistencia y efectividad del herbicida, pero 

afecta el sistema de rotación del cultivo. Las condiciones óptimas de 

crecimiento de los cultivos son resultado de la muerte de la hierba mala 

dentro de un periodo de diez días. Sin embargo, toma dos meses cuando la 

hierba mala crece lentamente, debido a factores ambientales como la alta 

precipitación pluvial y temperaturas bajas (Ciba-Geigy, 1997). Así mismo se 

han detectado trazas a niveles fitotóxicos {100 pg/ g) del herbicida en 

distintos suelos (Ghildyal y Kariofillis, 1995). 

Este impacto en el ciclo del cultivo restringe la aplicación de otros 

herbicidas o retarda el crecimiento de otros cultivos, los posibles efectos 

negativos se verán reflejados en daños económicos (Beeby, 1993). No así 

en el número de microartropódos expuestos a éste (Rebecchi et al., 2000). 

Concentración Letal Medía (CLso) y Dosis Letal Media (DL50 ) 

Para valorar la genotoxicidad de un agente químico es necesario 

realizar previamente una serie de experimentos con el fin de conocer la 

concentración que tolera el organismo para asegurar que el número de 

individuos sobrevivientes sea estadísticamente representativo . 

La mayoría de los estudios en insectos están diseñados para 

determinar la concentración media de la sustancia tóxica CL50 que es la 

9 



concentración a la que muere 50 % de la población. Se utiliza la CLso, 

debido a que los organismos para los que se aplica son muy pequeños y no 

se tiene un parámetro de la cantidad que ingieren del compuesto a probar, 

como sucede con la DLso· En mamíferos y otros seres vivos la toxicidad de 

los agentes químicos está basada en la DL50 , que es la dosis a la que muere 

50 o/o de la población. La DL50 para ratas con Triasulfuron vía oral, es mayor 

a 5 g/ kg ubicándose en la categoría de ligeramente tóxico y por vía 

cutánea es mayor a 2 g/ kg. Para otros organismos la DLso es mayor que 

100 mg/ 1, pero no es tóxico para las abejas mieleras (Worthing y Raymond, 

1991; De Liñán, 1997). 

Se debe considerar que una dosis tóxica para un individuo puede ser 

inofensiva para otro. Un tratamiento es agudo, si una concentración grande 

es administrada a un tiempo corto, mientras que uno crónico es una 

concentración pequeña aplicada en un tiempo largo, de acuerdo al ciclo de 

vida del organismo. Un efecto tóxico agudo regularmente causa una rápida 

respuesta al compuesto, pero no siempre culmina con la muerte del 

individuo. Los efectos tóxico crónicos son los que aparecen después de un 

tiempo largo de exposición y eventualmente term inan en muerte. Pero 

también este efecto puede no acarrear la muerte del individuo sino que 

puede traer problemas tales como, cambios fisiológicos y morfológicos, 

reducción en las tasas de reproduccién de una especie y diferencias en el 

comportamiento (Beeby, 1993). 

Tanto el hecho de que se produzca una respuesta tóxica como su 

severidad dependen no solamente de la dosis, sino también de la 

susceptibilidad del individuo expuesto. Dicha susceptibilidad está 

primordialmente en función de la edad, el sexo, el estado de salud, la 

genética y las exposiciones previas, a esa o a otras sustancias, por parte 

del individuo. Incluso el reducir estas variables clave, como en el caso de 

los animales de laboratorio, producirá otras diferencias en cada respuesta 

individual (LaGrega et al., 1996). 
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Cuando se analizan los efectos sobre una sustancia tóxica concreta 

entre los individuos de una población (por ejemplo la proporción de 

animales con tumores o fallecidos) en función de la dosis, esta correlación 

se denomina relación entre dosis y respuesta. Un ejemplo clásico de esta 

relación se produce al aumentar el grado de exposición de una población de 

organismos vivientes a un determinado compuesto tóxico. La población 

expuesta no sufrirá por lo general muertes debido a la acción de pequeñas 

dosis, pero sí se producirán a medida que aumenta la dosis, hasta la 

desaparición de la población total (LaGrega et al., 1996). 

Un agente químico tóxico puede causar efectos negativos en la salud 

en dosis muy por debajo del nivel letal. En oposición a la incidencia de los 

efectos tóxicos sobre una población de individuos se encuentra la 

intensidad (o nivel) del efecto tóxico sobre cada individuo aislado en 

función de la dosis, denominada habitualmente relación entre dosis efecto 

(LaGrega et al., 1996). 

Detección de Agentes Genotóxicos 

El conocimiento de los factores ambientales que pueden afectar a la 

salud, han tenido un fuerte impulso, sobre todo con respecto a los 

contaminantes del ambiente laboral y los medicamentos de uso prolongado. 

El riesgo de contraer cáncer por factores ambientales es más grande 

cuando se incrementa la exposición al agente químico o físico, ya sea en 

una dosis muy alta o en pequeñas dosis por largos periodos de tiempo . Para 

identificar y analizar la acción directa o indirecta de agentes que pudieran 

modificar los componentes hereditarios de los sistemas vivos y detectar las 

propiedades de un grupo de agentes que pudieran inducir cambios a los 

ácidos nucleicos y/o producir efectos deletéreos en las dos estirpes 

celulares (somáticas y germinales) es necesario recurrir a la utilización de 

algunas pruebas, no siendo posible o ético exponer a las personas a los 

posibles agentes cancerígenos ambientales. Los agentes genotóxicos, se 

pueden dividir en: indirectos o promutágenos, los cuales requieren ser 
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activados metabólicamente por medio de diferentes complejos enzimáticos, 

transformándose en genotoxinas, y en directos, porque no requieren 

activación metabólica para manifestar su acción. La información acerca de 

sus efectos se puede obtener de distintas maneras, tales corno: 

l. Estudios epidemiológicos: La incidencia de cierto tipo de cáncer se 

mide al comparar subgrupos, con diferentes niveles de exposición al 

cancerígeno, en una gran población. Por ejemplo, en cualquier población al 

comparar al grupo de fumadores con el grupo de no fumadores, los 

primeros tienen mayor probabilidad de contraer cáncer de pulmón. Los 

estudios epidemiológicos son la fuente más efectiva para establecer el 

riesgo de padecer algún tipo de cáncer en poblaciones expuestas a 

contaminantes ambientales, sin embargo, tienen limitaciones para descubrir 

nuevos cancerígenos entre los muchos agentes a los cuales estarnos 

expuestos (Vogel y Zijlstra, 1987) y estos son: 

a) Tiempo prolongado de latencia entre exposición y manifestación 

clínica. 

b) Participación de muchos factores en el desarrollo de la enfermedad. 

c) No poder determinar la magnitud de una exposición de tiempo atrás. 

2. Experimentos naturales: Si una población natural o grupo de 

individuos es accidentalmente expuesta a altos niveles de un potente 

cancerígeno ambiental es posible estudiarla más tarde y comparar con la 

población en general, para determinar si la exposición a este agente causó 

un incremento en el riesgo de contraer cierto tipo de cáncer . Por ejemplo, 

algunos estudios han demostrado que los niños que vivían cerca de 

Chernobyl, después del accidente nuclear han incrementado el riesgo de 

contraer cáncer de tiroides, debido a la exposición al yodo radioactivo. 
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3. Estudio con animales o bioensayos a largo plazo: Se realizan al 

exponer a mamíferos (generalmente ratas o ratones) a bajas dosis de un 

compuesto supuestamente cancerígeno durante un período de tiempo 

prolongado y medir los efectos. De esta forma los investigadores pueden 

asumir lo que podría ocurrir en humanos. Estas extrapolaciones, que 

podrían ser discutibles, pueden ser muy útiles cuando no hay otra forma de 

medir el efecto de cierto agente. 

4. Pruebas de laboratorio o bioensayos a corto plazo: Existen un gran 

número de ensayos que involucran fagos, bacterias, insectos, vegetales o 

cultivo de células, que se exponen de forma controlada, a las sustancias 

sospechosas y son usados cuando se piensa que un compuesto puede 

alterar al ADN. Estos bioensayos son usados para tamizar los posibles 

cancerígenos. 

En dichas pruebas se expone (in vivo o in vitro) al organismo, cultivo 

de células o bacteriófagos, en forma controlada, al agente con un supuesto 

efecto genotóxico. Para obtener el mayor beneficio de estas pruebas se 

requiere interpretar de manera cuidadosa los resultados, tomando en 

cuenta las diferencias de susceptibilidad entre las especies y las 

concentraciones aplicadas (Vogel, 1991). 

Las pruebas a corto plazo deben cubrir los siguientes registros: 

a) La presencia de un sistema de activación (in vivo o in vitro) para la 

detección de promutágenos. 

b) El uso de un sistema indicador sensible con el cual se pueda medir el 

daño genético inducido por el agente genotóxico. 

c) Un efecto genético bien definido que indique daños primarios o 

secundarios al AON. 
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Drosophila me/anogaster 

La mosca del vinagre D. melanogaster es un organismo eucarioto, 

pluricelular, con genes implicados en el metabolismo de xenobióticos y en 

la reparación de daños al ADN, homólogos a los de los humanos (Russell, 

1998), del que se conoce todo su genoma (Adams et al., 2000). Es 

ampliamente utilizada en pruebas de mutagénesis ya que reúne 

características favorables para detectar el impacto de agentes químicos y 

físicos en el ADN (Vogel, et al., 1999): presenta un ciclo de vida muy corto, 

se distinguen claramente cada una de las fases del ciclo vital y produce 

mucha descendencia por generación (Figura 5). 

Fig. 5: Macho y hembra de D. melanogaster 

En este díptero, los discos imagales constituyen un excelente material 

de estudio. Cada uno de ellos, es un saco epitelial que contiene de 20 a 50 

células. Desde el primer estadio larvario, el número de células por cada 

disco se incrementa por mitosis hasta el final de la fase larvaria, en la que 

llegan a contener miles de células por disco (Figura 6). De tal manera que, 

si ocurriera daño genético en un célula de los discos imagales, éste se 
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expresará en el adulto, como un clon de células mutantes en el tejido 

correspondiente al disco (Mitchell y Combes, 1984). 

Fig. 6: Discos imagales de la larva que en la metamorfosis se estimulan y diferencian para 

formar las estructuras del cuerpo del adulto: antenas, ojos, patas, genitales externos, alas, 

etc. (Lawrence, 1992) 

Ciclo de Vida 

El ciclo de vida de Drosophila melanogaster incluye cuatro fases: 

huevo, larva, pupa y adulto. La duración del ciclo varía con la temperatura 

de cultivo. A altas temperaturas las moscas pueden quedar estériles o morir 

y a bajas temperaturas reducen su viabilidad. Es así que la temperatura 

óptima de cultivo es de 25º C. 
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HUEVO (0.5 mm): El desarrollo embrionario del huevo tarda 

aproximadamente 1 día a 25º C. 

LARVA (4 - S mm): La fase larvaria dura alrededor de 4 días a 25º C. 

Durante la fase larvaria la ingestión de alimento es continua, llegando a 

consumir de tres a cinco veces su peso, incrementándolo de O.OS a 2.0 mg 

(Mitchell y Combes, 1984). 

PUPA (3 mm): La fase de pupa es considerada la fase reorganizativa del 

ciclo de vida de D. melanogaster; las estructuras adultas se desarrollan a 

partir de los tejidos embrionarios llamados discos imagales. La fase de pupa 

tarda alrededor de 5 días a 25° C; el imago emerge del pupario. 

ADULTO ( 2 mm): El adulto es considerado la fase reproductiva del ciclo. 

Los imagos de D. melanogaster pueden aparearse 6 horas después de haber 

emergido del pupario. La hembra empieza a ovopositar aproximadamente a 

los 2 días de haber emergido de 50 a 75 huevos, después la producción de 

huevos disminuye. El promedio de vida de las moscas adultas es de 37 días 

a 25° C (Figura 7) . 
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Fig. 7: Ciclo de vida de Drosophila melanogaster 

(Ramos, 1993) 
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Ensayo SMART en Ala 

El ensayo SMART (por sus siglas en inglés: Somatic Mutation And 

Recombination Test) detecta mutación y recombinación somáticas 

originadas por la exposición a algún agente químico o físico, utilizando 

como modelo experimental a D. me/anogaster. En este ensayo de 

genotoxicidad se utilizan marcadores recesivos para los tricomas de las 

alas. 

El fundamento de este bioensayo es la pérdida de heterocigosis (Figura 

8 a y b) de genes marcadores recesivos, que en el organismo adulto se 

expresarán en las alas. 

Los organismos son expuestos durante la fase larvaria, 

preferentemente a las 72 h ± 4 h de edad, al genotóxico de interés. Si 

durante el desarrollo ocurren eventos como mutación, recombinación, 

deleción o no-disyunción en las células somáticas de los discos imagales de 

las alas, pueden originarse clonas mutantes que en el adulto se expresarán 

como manchas en un contexto silvestre. En ausencia de retraso o muerte 

celular, el tamaño de la mancha es indicativo del número de divisiones que 

transcurren a partir de la alteración original, y el tipo de mancha es 

indicativo de los eventos genéticos que le dieron origen (Graf et al., 1984). 

Se analizan las proporciones de los genes marcadores (flr y mwh) y el 

tamaño del clon, obtenidos en los organismos testigo , contrastando con lo 

obtenido en los organismos tratados . 
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EVENTOS GENÉTICOS QUE LLEVAN A LA PÉRDIDA DE 

HETEROCIGOSIS 

1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS 

a 

mwh + 

mwh + 
± flr 

+ flr 

b 

DELECIÓN 

e 

mwh 

mwh 

~ 

MUT AOÓN PUNTUAL 

IZT. 

mwh + 

+ 

+ 

+ flr 

o • 

mwh + -----0 

• + flr 

+ 

f1 

mwh + o • + f1r 

mwb ± o • mwh flr 

CLONES RESULTANTE~ 

NORMAL 

MANCHA 
SENCILLA 

mwh 

MANCHA 
SENCILLA 

mwh 

Fig. 8 a: Eventos genéticos que llevan a la pérdida de heterocigosis y la formación de 
manchas 

(tomado de Guzmán-Rincón y Ramírez-Victoria, 2001. Modificado de Graf et al., 1984) 
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1 CELULA MlTOSIS 

d 

mwh + 

mwli 
,¡, 

+ nr 
~ 

RECOMBINACIÓN 

RECOMBINACIÓN 

f 

mwh + 

mwh + 
± Oc 

+ flr 

NO DISYUNCIÓN 

2 CELULAS 

mwh + o • mwh + 

+ o • + 

mwh + o • mwh 

+ + -----o • 

mwh + 
------<O 

+ 

+ o 
flr • 

flr • 

CLONESRESULTA~TES 

MANCHA 
GEMELA 

MANCHA 
SENCILLA 

mwh 

MANCHA 
SENCILLA 

mwh 

Fig. 8 b: Eventos genéticos que llevan a la pérdida de heterocigosis y la formación de 
manchas 

(tomado de Guzmán-Rincón y Ramírez-Victoria, 2001. Modificado de Graf et al., 1984) 
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Al utilizar el ensayo SMART, se tiene la posibilidad de exponer a 

tratamiento un gran número de células de los discos imagales de las larvas, 

las cuales, posteriormente darán origen a un número mayor de células en el 

estado adulto, por ala aproximadamente 25,000 células. Las alas de los 

adultos están formadas por dos capas celulares, una ventral y otra dorsal 

de manera que los eventos registrados en una capa son independientes de 

la otra. Al diferenciarse cada célula da origen a un tricoma (Figura 9), que 

se forma por la acumulación de fibras de actina en la célula. El tricoma 

crece durante la metamorfosis y posteriormente, la célula que le dio origen 

muere quedando éste en la superficie del ala. De esta manera puede 

establecerse el sitio de un clon en los distintos sectores del ala y el número 

de células que la forman (Figuras 10 a y b). Todo lo anterior permite 

obtener resultados en una generación (Graf et al., 1984). 

Fig . 9: Tricomas silvestres. 
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Fig . 10: (b), mancha mwh de 2 células 

en la sección A 

La cruza estándar (E), que tiene niveles regulados de los citocromos 

P450, se hace con dos líneas, hembras fiare (f!? /TMJ,Bd5) y machos 

mu/tiple wing hair (mwh/ mwh) que tienen los siguientes marcadores : 

mwh (mu/tiple wing hair) : Mutación recesiva localizada en el cromosoma 

3 (3-0.3). Su expres ión fenotípica se observa como un cambio en el número 

de tricomas por célula (2-5), mientras que en el fenotipo silvestre a cada 

célula le corresponde un solo tricoma (Figura 11) . 
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Fig. 11: Clon (mwh/mwh) 

flr3 (fiare): Es una mutación recesiva que se expresa como tricomas mal 

formados y cortos, en forma de flama o roseta de maíz. Está localizada en 

el cromosoma 3 pero en una posición más proximal al centrómero (3-38.8). 

Esta mutación en homocigosis es letal, sin embargo, las células individuales 

homocigóticas en los discos imagales de las alas son viables y pueden 

producir clones mutantes en las células del ala del adulto (Graf et al., 

1996) (Figura 12). 

.,._ 

2§y.·),~ ;;/. 
~~; '.-::--.:.-.. .. -..;41_-:: -;; ;< - ./ ':> ..... -.-:-:: 

Fig. 12: c1on (flr/ tlrJ 

Beaded Serratia (Bd'): Para reconocer fenotípicamente a la línea fiare, se 

utiliza este marcador dominante, que se manifiesta como muescas en los 

bordes de las alas. Este marcador en condiciones de homocigosis también 

es letal. Se localiza en el cromosoma 3 (3-92.5) (Ramos, 1993) (Figura 13). 
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Fig. 13: Ala con borde Beaded Serratia (Bcf /+) 

Inversión TM3. Como los marcadores flr y Bd5 son letales en homocigosis, 

la línea fiare presenta un cromosoma balanceador con inversiones múltiples 

( TM3; por sus siglas en inglés, Third Mu/tiple 3), que evita la recombinación 

en meiosis y permite mantener la línea (Figura 14). De esta forma se 

mantienen los marcadores letales en heterocigosis (Graf et al., 1996). 

Gametos Parentales: Si? flr + , + TM3,Bd5 x ¿ flr + , + TM3,Bif 

Fl 

1 
Si? / r3 flr' + + TM3,Bd 

1 

nr + nr + flr + t1J flr + + TN3,Bd Jl 

1 + TM3,Bd ffr' + + TM3,/JdJl + TM3,Bd + TM3,BdtiJ 

Donde: 

n Marcadores en heterocigosis Tricomas Alas 

(se mantiene la línea) flr= fiare Bd5= Beaded Serratia 

0 Marcadores en homocigosis +=silvestre +=silvestre 

(muerte de organismos) 

Fig. 14: Cuadro de Punnet : se observan los marcadores utilizados para 

mantener la línea fiare en heterocigosis 
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Al utilizar marcadores localizados en cromosomas homólogos, se 

permite discernir fenómenos de recombinación somática en la región 

delimitada por el marcador flr y el centrómero o en la región entre los dos 

marcadores (Figura 8 a y b). Como resultado de eventos de recombinación 

somática pueden recobrarse manchas sencillas y gemelas, este último 

evento es resultado de recombinación en el intervalo próximo al centrómero 

que es acotado por el marcador flr (Figura 8 d), mientras que las manchas 

sencillas flr o mwh pueden ser resultado de recombinación entre flr y mwh 

en el intervalo distal pero por lo que en este caso no es distinguible su 

origen de otros (Fig 8 e). Esto es por que pueden obtenerse manchas 

sencillas flr o mwh por eventos como mutación puntual, pérdida parcial o 

total del cromosoma 3 o por una no disyunción (Figura 8 c, b y f) (Graf et 

al., 1984). 

Se asume que en caso de la no disyunción la falta de un cromosoma 

homólogo provocaría que se detuviera el ciclo celular y sólo se encontrarían 

manchas pequeñas como resultado de ese evento. 

Para esta prueba no se emplea la cruza recíproca (o flr/ TMJ, Bcf x ~ 

mwh/mwh) porque presenta desventajas como: un patrón irregular de 

manchas en la alas que dificulta la clasificación, resultados inconsistentes y 

se obtiene menor número de individuos por generación (Graf y Van Schaik, 

1992) . 

Las larvas producto de esta cruza son transheterocigotas con un 

genotipo mwh flr+ / mwh+ flr o heterocigotas mwh flr+ / TMJ,Bcf, 

teóricamente en proporción 1: 1. Ambas larvas son indistinguibles pero al 

recuperar los imagos, el primer genotipo genera moscas con alas de 

fenotipo silvestre y el segundo alas tipo Beaded Serratia (Figura 15). Los 

genotipos obtenidos proporcionan diferente información: el que presenta 

alas con fenotipo silvestre, permite observar manchas sencillas mwh (Figura 

16 a), sencillas fiare (Figura 16 b) y gemelas (Figura 16 c). Sin embargo, 

en los organismos que presentan el fenotipo Beaded Serratia, sólo se 

podrán observar manchas sencillas tipo mwh originadas por mutación, ya 
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que la presencia del balanceador TMJ no permite la recombinación (Graf y 

Van Schaik, 1992; Delgado-Rodríguez et al., 1994; Graf y Würgler, 1996). 

Gametos Parentales: ~ f/r mwh+ Brf+ x .z r1r3+ mwh Bd5+ 
flr+ mwh Bd5+ 

Fl 
f/r+ mwh+ TMJ, Bd5 

o t ~ f/r mwh+ Bif+ r1r3+ mwh+ TM3, Bel 

f/r+ mwh Bd5+ flr mwb.+ Bd'+ § f!r+ mwh+ l.MJ.., Bel' y 
flr+ mwh Bel'+ flr+ mwh Bel'+ 

§ SO % de individuos transheterocigotos (alas silvestres), para los 
marcadores mwh y flr. 

\( SO% de individuos heterocigotos (alas con borde Beaded Serratia), para el 
marcador mwh. 

Donde: 

Tricomas 

flr = fiare 

r1r3+ = silvestre 

mwh = mwh 

mwh+ = silvP.strP. 

Alas 

Bd5 = Beaded Serratia 

Bd5+ = silvestre 

Fig. lS: Cuadro de Punnet: se muestran los marcadores de los ind ividuos 

transheterocigotos y heterocigotos 
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Mancha Sencilla mwh 

(a) 

(e) 

Fig. 16: Diferentes tipos de manchas: a) mancha sencilla mwh b) mancha 

sencilla fiare y e) mancha gemela 
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Se contabilizan las manchas por tipo y tamaño en las dos alas de 

cada individuo, y se analizan por medio del programa estadístico (SMART), 

el cual está basado en la prueba ji 2 para proporciones. Esta prueba permite 

contrastar las proporciones de manchas por individuo entre dos 

tratamientos. El efecto genotóxico se denomina en esta prueba como: 

positivo(+), negativo(-), débil positivo (w) o indecisos (i) (Frei y Würgler, 

1988). El análisis se realiza por individuo ya que es posible encontrar 

algunos organismos especialmente sensibles en los cuales el efecto se 

expresa de forma marcada, mientras que otros no muestran daño alguno, 

debido a la variabilidad individua (Frei y Würgler, 1995). 

Ventajas 

El ensayo SMART ha mostrado grandes ventajas, como son, su alta 

sensibilidad, ya que es uno de los pocos ensayos que detecta tanto 

mutación como actividad recombinogéniCa (Graf et al., 1984), el modelo tan 

accesible que utiliza y el bajo costo de inversión que representa. Ha sido 

validada en más de 400 compuestos, incluyendo tanto mezclas como 

sustancias puras, es de gran utilidad por la enorme demanda de este tipo 

de estudios a diversos compuestos químicos que se introducen 

periódicamente a la vida cotidiana (Vogel et al., 1999) . Además se a 

validado en un estudio epidemiológico con antidepresivos (Sharpe, et al., 

2002). 

Citocromos P450 

El sistema de citocromos P450 se encarga de eliminar del organismo 

la máxima cantidad de moléculas extrañas, convirtiendo las moléculas no 

polares en polares. Los citocromos P450 son casi universales y conservados 

evolutivamente (González et al., 1991) . Fueron descubiertos en los años 60 . 

Presentan un espectro de absorción de 450 nanómetros en el complejo que 

se genera con monóxido de carbono (Omura y Sato, 1964) (Figura 17) . 
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g-upo hemo 

Fig . 17: Citocromo P450 (tomada de Guengerich, 1993) 

Los citocromos P450 metabolizan compuestos endógenos como 

esteroides, ácidos grasos, aminas biogénicas, prostaglandinas y vitaminas, 

así como xenobióticos: metabolitos de la dieta, drogas, pesticidas o 

contaminantes ambientales (Nebert, 1994, González et al., 1991), 

metabolitos de plantas y cancerígenos (Gandhi et al., 1992), además de 

conferir resistenc ia a insecticidas en insectos, pero algunas veces activan a 

los metabolitos (Gunderson et al., 1986; Neal y Wu, 1994; Scott et al., 

1998) . 

Los citocromos P450 están rep resentados por 90 secuencias en el 

genoma de Drosophila melanogaster, 83 codifican para genes funcionales 

mientras que 7 son pseudogenes. La familia CYP6 es específica de insectos 

mientras que la familia CYP4 incluye secuencias de vertebrados (Adams et 

al. , 2000; Tijet et al., 2001). 

En insectos los citocromos P450s son conocidos por interven ir en la 

biosíntesis de ecdiesteroides y hormonas juveniles, las cuales están 

principalmente involucradas en el crecimiento, desarrollo y reproducción de 

los individuos (Amichot et al., 1998; Tijet et al., 2001). 
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Los citocromos P450 de insectos son en muchos aspectos similares a 

los de los vertebrados (Andersen et al., 1993) . En los organismos animales 

la mayoría de los tetrapirroles importantes están basados en un subgrupo 

de porfirinas (metaloporfirinas), los grupos hemo, en los que un átomo de 

hierro está simétricamente ligado por los átomos N de los cuatro pirroles de 

la protoporfir ina IX, la principal profirina biológica . En insectos, el grupo 

prostético de los citocromos a, b, c y P-450 y la hemoglobina, cuando ésta 

existe, es el protohemo IX (Rockstein, 1978) (Figura 18). 

Fig. 18: Molécula de protohemo IX 

(tomado de Rockstein, 1978) 

En plantas los citocromos P450 están involucrados en la 

desintoxicación de xenobióticos químicos como los herbicidas (Werck

Reichhart et al., 2000) . 

Ei fenómeno de inducción de los citocromos P450 por químicos 

(xenobióticos, químicos de plantas, metabolitos y hormonas) está 

documentado pero aún no es entendido. Una observación general es que los 

insectos herb ívoros de diferentes plantas hospederas muestran una marcada 

diferencia en niveles de P450 (Yu, 1986), esto ha sugerido que la mezcla de 

químicos en la comida es también una mezcla de inductores (Feyereisen, 

1999). 
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Se ha establecido que en muchos casos la resistencia metabólica a 

insecticidas, herbicidas, etc ., son el resultado de elevados niveles de 

citocromos P450 (Hodgson, 1985; Taylor y Feyereisen, 1996). El metabolismo de 

herbicidas por biotransformación en las plantas, puede hacerlas resistentes 

a los mismos y reducir los residuos de estos. 

Una vez que la participación de los citocromos P450 en el 

metabolismo de los herbicidas ha sido demostrada, el aislamiento de sus 

genes ha llegado a ser un objetivo comercial indispensable para el control 

de cultivos y malas hierbas ayudando a la optimización de nuevos 

compuestos activos (Werck-Reichhart et al., 2000) . 

La activación o inactivación del potencial citotóxico o genotóxico de 

los herbicidas puede ser considerada como investigación biomédica y el uso 

de Drosophila me/anogaster para estudios de genotoxicidad pueden ser un 

gran avance (Graf et al., 1984). 
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ANTECEDENTES 

Autores Resultados 
Aislamiento y caracterización de mutantes con Harder et al, 1991 Identificación de citocromos 
deleción en Streptomuces griseolus, afectados Braatz et al, 1994 P450 (P450su 1 y P450 su2) 
en el metabolismo de sulfonilureas mediado por Werck-Rechhart et al., inducidos por los herbicidas 
el citocromo P450 2000 sulfonilureas. 

Giardini y Carosi, 1990 Desintoxicación 4000 veces 
más ráni<la. 
Dependencia a la enzima 

Cultivos tolerantes a los herbicidas sulfonilurea Frear et al., 1995 triasulfuron hidroxilasa para 
y desintoxicación por medio de los citocromos desintoxicar al triasulfuron. 
P450. Werck-Rechhart et al., Biotransformación del 

2000 compuesto para su 
desintoxicación. 

Purificación, caracterización y reconstrucción de Un citocromo P450 
un citocromo P450 inducible responsable de la monooxigenasa responsable 
hidroxiladón del Triasulfuron en trigo. Thalacker et al, 2002 de la hidroxilación del 

Triasulfuron. 
Inhibición del ciclo celular por sulfonilureas Rost, 1984 Afecta síntesis de ARN en 
(Oorsulfuron). raíces de cultivo de chícharo. 

Giardini y Carosi, 1990 Reducción de espermidina en 
raíces de Ze.a mavs. 
Relación de la falta de 

Stidham, 1991 isoleucina con inhibición del 
ddo celular de células de 
mamífero. 

Pruebas para detectar la capacidad de inducción No hay retraso en síntesis del 
de retraso en la síntesis del ADN en hepatocitos EPA, 1998 ADN. 
de rata v fibroblastos de humanos. 
Estudio para detectar genotoxicidad del No mut:agénico y no 
herbicida Triasulfuron (Amber 75 GS®), con clastogénico. 
pruebas en Salmonella typhimurium, EPA, 1998 
Saccharomyces cerevisiae y células de linfoma 
de ratón. 
Ensayo de micronúcleos probando herbicidas y Burrouohs et al., 1999 Genotóxicos 
advuvantes. EPA 1998 No aenotóxicos 
Estudio con herbicidas que inducen intercambio Calderón-Segura et al, Daño al ADN en cultivos de 
de crornatides hermanas utilizando el 1999 linfocitos humanos. 
metabolismo de Vida faba. 
Ensayo de dtometría de flujo y proliferación Proliferación celular, 
celular, determinando la toxicidad de Un y Garry, 2000 apoptosis y aneuploidía. 
advuvantes herbicidas v funauiddas. 
Ensayo Cometa. Evaluación del daño genética Garaj-Vrhovac y Daño en ADN por presencia 
en trabajadores empleados en la produccián de Zeljezic, 1999 de aberraciones cromsomicas. 
pesticidas. Zeljezic y Garaj-

Vrhovac, 2001 
Grover et al. 2003 

Pruebas previas realizadas con el Triasulfuron 
(Amber 75 Gs®) a concentraciones de 0.1, 0.2 y 
0.3 ITT;J/ mi con el ensayo SMART en ala de D. Jack, no publicado * Genotóxico. 
melanogasteren la cruzas estándar (E) y 
bioactivación elevada <BE). 
*Pruebas realizadas por Emma Jack (estudiante de intercambio de Inglaterra) en el 
Laboratorio de Genética Toxicológica de la FES Iztacala, UNAM 
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JUSTIFICACIÓN 

Los herbicidas químicos han sido utilizados extensivamente para 

propósitos agrícolas desde 1945 (Worthing y Raymond, 1991). El 

crecimiento exponencial en su uso ha mejorado en gran medida la eficiencia 

en la producción del cultivo y por lo tanto aumenta el valor financiero de la 

tierra marginal. Sin embargo, también han surgido algunos problemas en lo 

concerniente a la exposición de estos químicos y sus respectivas 

consecuencias ambientales dentro de un ecosistema cultivable. Debido a 

que la exposición humana a los químicos agrícolas ha llegado a ser una 

posible causa del incremento en la incidencia de cáncer, es necesaria la 

investigación de los químicos y sus metabolitos por medio de diferentes 

pruebas genotóxicas (Saftlas et al., 1987, Brown et al., 1990). 

El Triasulfuron (Amber 75 GS®) es un herbicida utilizado actualmente 

en Guanajuato (Irapuato) y en el Estado de México (Texcoco), por tal 

motivo puede ser un problema importante a niveles de salud pública para 

las personas que lo utilizan y/o están expuestas a él. Por lo tanto, es 

necesario estudiar su acción sobre seres vivos, con el fin de contribuir a la 

detección oportuna y precisa de algunos efectos genotóxicos que pudiera 

causar este compuesto . 

OBJETIVO GENERAL 

¡;;. Evaluar la genotoxicidad del Triasulfuron (Amber 75 GS®) en el 

ensayo a corto plazo SMART en ala de Drosophila melanogaster. 

Objetivos Particulares 

• Determinar la Clsa del Triasulfuron (Amber 75 GS®) en la cruza 

Estándar (E) de Drosophila melanogaster. 
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• Evaluar el efecto genotóxico del Triasulfuron (Amber 7S GS®) con 

SMART en ala de Drosophila melanogaster (Cruza Estándar). 

HIPÓTESIS 

Ho: No existe diferencia estadísticamente significativa entre el testigo 

negativo y las diferentes concentraciones (O.OS, 0.S y 4 mg/ mi) de 

Triasulfuron (Amber 7S GS®). 

Ha: Existe diferencia estadísticamente significativa entre el test igo negativo 

y al menos una de las concentraciones (O.OS, O.S y 4 mg/ mi) de 

Triasulfuron (Amber 7S GS®). 

34 



Sonia Ivonne Perales canales 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

CL...., 

Uneanare ~ 
tú3/TM.~~-Bcl~--.----~~~~~ h 

- PROPAGAOÓN 

Análisis Estadístico: 
Anova factorial y 
Regresión lineal. 

Cruza E, hembras nr/TM3,Bcl X 
machos mwfl/mwh 

Cuantificar Sobrevivenda COLECTA DE HUEVOS 

Tres experimentos independientes con 
tratamientos experimentales por 
quintuplicado a diferentes concentraciones 
(0.05, 0.25, 0.5, 0.75, 1 y 4 mg/ mi) de 
Triasulfuron (Amber 75 Gs®) y agua 
(testiQO). 

LARVAS DE 72 h ± 4 h 

Tres experimentos independientes con 
tratamientos experimentales por 
quintuplicado a diferentes concentraciones de 
Triasulfuron (Amber 75 Gs®) (0.4, O.OS, 
0.005 mg/ mi) y agua (testigo negativo). 

Análisis Estadísticos: Programa SMART 
(Frei y Würgler, 1988) y la prueba de 
U (Mann-Whitney y Wilcoxon) (Frei y 
Würgler, 1995). 
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Incubación a 25° C y 60-80 o/o de 
humedad hasta la emergencia de 
los imagos. 

Preparaciones permanentes de 
alas silvestres para observación al 
microscopio óptiro ( 40x). 

Detectar genotoxicidad por 
proporción y tipo de manchas en 
las alas (Graf et al, 1984). 
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MATERIALES 

Químicos 

);> Triasulfuron (Amber 75 GS®) CAS No. 82097-50-5 (Novartis Agro, 

Swiss). 

> Medio Instantáneo Carolina (Carolina Biological Supply Company, 

Burlington, NC, USA). 

> Solución de Faure (30 g de goma arábiga, 20 mi de glicerol, 50 g de 

hidrato de cloral y 50 mi de agua de la llave). 

> Solución A (5 mi de tegosept al 12 % (OH), 5 mi de ácido 

propiónico: ácido ortofósforico (1: 10) y 1 1 de agua) (Dueñas et al., 

2001). 

Material Biológico 

Línea fiare: flr/TM3, Bif 
Línea mwh: mwh/mwh 

Líneas donadas por el Dr. Ulrich Graf del Instituto de Toxicología (Swiss 
Federal Institute of Technology) y Universidad de Zurich, Schwerzenbach, 
Suiza y propagadas en el Laboratorio de Genética Toxicológica en la FES 
Iztacala, UNAM. 

MÉTODOS 

Propagación de las líneas parentales: La propagac1on de las líneas 

flr/l M3, Bel' y mwh/mwh de Drosophila melanogaster se efectuó colocando 

en una serie de frascos lecheros de vidrio de 250 mi, 5 g de puré de papa 

instantáneo más 20 mi de solución A (Dueñas et al. , 2001), manteniéndose 

en incubadora a 25º e y 60-80% de humedad. 

Cruza: La cruza Estándar (E) se realizó con hembras vírgenes de la línea 

flr/TMJ, Bel' y machos mwh/mwh (Graf et al., 1989). 
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Colecta de huevos: En frascos lecheros de vidrio esterilizados se agregó 

una capa de levadura fresca de uso comercial previamente activada con 

sacarosa y agua. 24 h después se colocaron los progenitores de la cruza en 

estos frascos, durante 8 h a 25º C a oscuridad. Se sacaron los progenitores 

de los frascos y estos se incubaron hasta completar 72 h ± 4 h después del 

inicio de la colecta . Las larvas se obtuvieron lavando la levadura con agua 

corriente a temperatura ambiente, en una coladera de malla fina de acero . 

Clso 

Para obtener la CL50 de la cruza (E) de D. melanogaster se realizaron tres 

experimentos independientes con cinco repeticiones por concentración. Se 

colocaron 20 larvas de 72 ± 4 h en cada tubo de ensayo esterilizado con O. S 

g de puré de papa más 2 mi de la solución de Triasulfuron (Amber 7S GS®) 

diluido en agua desionizada a concentraciones: O.OS, 0.2S, O.S, O. 7S, 1 y 4 

mg/ mi y agua. Los resultados obtenidos se analizaron posteriormente con 

ANOVA factorial y regresión lineal. 

SMART 

Para el bioensayo SMART se realizaron tres experimentos independientes 

con cinco repeticiones por concentración. Se colocaron aproximadamente la 

misma cantidad de larvas de 72 ± 4 h de edad en tubos de ensayo con 0.S g 

de Medio Instantáneo Carolina (Carolina Biological Supply Company, 

Burlington, NC, USA) y 2 mi de la solución de Triasulfuron (Amber 7S GS®) 

diluido en agua desionizada a las concentraciones: O.OS, O.S, 4 mg/ mi y 

agua (obtenidas a partir de la CLso de la cruza E). Los tubos se incubaron a 

una temperatura de 2Sº C, hasta que las larvas completaron su desarrollo y 

emergieron los imagos. 

Se colectaron los adultos y almacenaron en frascos con alcohol al 70 %. Se 

separó la progenie transheterocigota (mwh +/+ f!r3) con fenotipo de alas 

silvestre (Figura 10 a). Las alas de estos individuos se montaron en 

portaobjetos con solución de Faure. Se revisaron las dos superficies de 

cada ala con un microscopio óptico (40x) para registrar el número y tipo de 
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clones. Presentándose tres categorías para éstos : manchas mwh simples, 

f!r simples y gemelas (Graf et al., 1984). 

La evaluación estadística se realizó con el programa SMART (Freí y Würgler, 

1995), agrupándolas con base al tipo y tamaño . Con la prueba de U (Mann, 

Whitney y Wilcoxon) se ratificó la significancía de los resultados débiles 

positivos (w) o indecisos (i) que se obtuvieron con el programa SMART. 

RESULTADOS 

Clso 

En la figura 19 se representan los datos de sobrevivencia que se obtuvieron 

de tres experimentos independientes con la cruza (E). Observándose una 

relación dosis-respuesta. Con el agua se obtuvo 75% de sobrevivencia y con 

las concentraciones: 0.05, 0.25, 0.5, O. 75 y 1 mg/ mi la sobrevivencia fue 

mayor de 60%. La concentración de 4 mg/ mi arrojó valores de 

sobrevivencia menores de 50%. Con el análisis de varianza de un factor se 

comprobó que existen diferencias significativas entre las concentraciones 

utilizadas. La concentración de 4 mg/ mi, con una sobrevivencia de 40 % 

fue significativamente diferente a todas las demás. 
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Regresión de la Cruza Estándar (E) de Drosophila me/anogaster 

• y = -7.4012x + 73.78 
r2 = 0.8568 

0 -t--+~-+--t-~-+---t~-+---t~-+---,r---t-~t---t--~tt----+-~+--+---l 

o 0. 25 0.5 o. 75 1 1.25 1.5 l. 75 2 2.25 2.5 2. 75 3 3.25 3.5 3. 75 4 4.25 

Amber 75 GS mg/ mi CL,0 3.2 rrg/ n1 

Fig. 19: Clso de la cruza E por regresión lineal. 

Con la ecuación de regresión lineal se determinó la Clso de 3.2 mg/ mi 

en la cruza (E) (hembras flr/ TMJ, Bd5 X machos mwh/mwh). La r 2 indicó un 

buen ajuste de los datos experimentales con 0.8568. 
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SMART 

TABLA 1: RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO SMART EN ALA DE Drosophila melattogaster. 

Compuesto Núme- Manchas por mosca (número de manchas) Diagnostico Estadísticoª· ' Manchas Promedio 

Cruza b ro de -------------------------------------------------------- ------------------------------ con de ciclos 

Frecuencia de 

formación de 

moscas Manchas 

pequeñas 
(1-2 células) 

Manchas 

grandes 
(> 2 células) 

Manchas 

gemelas 

Manchas 

totales 

clones 

mwh 

de división clones xlO(-S) 

celular Obser
vado 

Corre
gido 

Conc. ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

(mg/ mi) m = 2 m = S m = S m = 2 --------- ----------- ------------------

Tratamiento (48 h) Testigo (agua) 

E O.O S7 O.Sl (29) 0.09 (S) 0.02 (1) 0.61 (3S) 34 1.74 2.4 4 

Tratamiento (48 h) Amber 7S GS 

E O.OS 63 0.49 (31)-/n 0.08 (4)i/n 0.06 (4)i/n 0.63 (40)-/n 40 1.87 2.6 0.2 
Tratamiento (48 h) Amber 7S GS 

E O.S 61 0.8S (S2)+/s 0.13 (8)-/n O.OS (3)i/n 1.03 (63)+/s 63 1.87 4.2 1.8 

Tratamiento (48 h) Amber 7S GS 
E 4 60 0.40 (24)-/n 0.17 (10)-/n 0.03 (2)i/n 0.60 (36)-/n 36 2.11 2.5 o.o 

ªDiagnostico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler (1988). Donde: m: factor de multiplicación; Prueba estadística de una colri. Nlvele5 de 
probabilidad de a y 13 (O.OS); positivos: +, negativos: -, indecisos: l. bE: Cruza Estándar. 'Diagnostico estadístico con la prueba de U (Mann, 
Whitney y Wllcoxon) de acuerdo a Frei y Würgler (1995): n = no significativo; s = significativo con un 95 % de confianza. 
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En la tabla 1 se presentan los resultados que se obtuvieron del 

análisis SMART en ala de la cruza E donde las proporciones nos muestran 

las concentraciones que pudieran dar una genotoxicidad positiva, negativa, 

débil positiva o indecisa. El testigo agua se encuentra en los rangos 

establecidos para la cruza E (0.61) (de acuerdo a Frei y Würgler, 1995 y 

registro histórico del laboratorio de genética toxicológica de la FES 

Iztacala, UNAM). La concentración de O.OS mg/ mi generó un resultado 

indeciso en manchas grandes y gemelas y negativo en los otros tipos de 

manchas. La concentración de 0.5 mg/ mi mostró genotoxicidad en 

manchas pequeñas y totales e indecisos en manchas gemelas. La 

concentración de 4 mg/ mi fue indecisa en manchas gemelas. 

Se aplicó la prueba de U (Mann-Whitney y Wilcoxon) para discernir 

en los resultados indecisos. Con base a si la z ajustada es positiva ( +) se 

emplea 1 - p/2 o si z ajustadél es negativa (- ) se utiliza p/2. Con este 

estadístico se obtuvo que los resultados indecisos fueron negativos y se 

comprobó la genotoxicidad de la concentración de 0.5 mg/ mi para 

manchas totales y manchas pequeñas de una célula. 

Por lo anterior se rechaza Ho, ya que al menos una concentración 

produjo una proporción de manchas por mosca, significativamente 

diferente a la del testigo agua. 
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En la Figura 20 se muestran las proporciones que se obtuvieron para 

cada tipo de manchas. Las más abundantes fueron las pequeñas en todas 

las concentraciones, encontrándose un número significativamente mayor en 

la concentración de O.S mg/ mi. 

AMBER 75 GS CRUZA ESTÁNDAR (E) 

i 
1 /f·~~~~~~~~~~ 

¡ 

i 
' 

0.8 ¡ 
J 

i 

o 
Manchas Manchas Grandes Manchas 
Pequeñas Gemelas 

Tipo de Manchas 

[liiO:O mg/ mi 

--j • 0.05 mg/ml 
. ¡oo.smg/ml 

__ .04 mg/ mi 

Manchas Totales 

Fig. 20: Proporción por mosca, de cada uno de los tipos de manchas a las 

diferentes concentraciones probadas (* P = 0.01S7 < O.OS; ** P = O.OlOS 

< O.OS) 

En la Figura 21 se observa la distribución de las proporciones de 

clones mwh según su tamaño. Con la prueba de U (Mann, Whitney y 

Wilcoxon) se determinó que los clones de 1 célula obtenidos con la 

concentración de 0.S mg/ mi fue significativamente positiva (P = 0.01S7 < 

O.OS) . Esto explica los resultados positivos obtenidos con el ensayo SMART. 

Las otras distribuciones de clones mwh no arrojaron resultados 

significativos . 
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AMBER 75 GS CRUZA ESTÁNDAR (E) 

0.6 
111 

0.5 
~ 
S2 ... 

0.4 ~ 'i 
0.3 ~~ 

~ 

0.2 8. 
~ 

Tamal\o del clon 

,,,., 
-i Triasulfuron (Amber 75 GS ®) 

mg/ml 

Fig. 21: Distribución de los clones mwh de acuerdo a su tamaño. Hay un mayor número 

de clones pequeños (de 1 a 2 células), siendo significativamente positiva la concentración 

de 0.5 mg/ mi(* P = 0.0157 < O.OS) 

ANÁLISIS Y DISCUSIÓN 

Ciertos químicos son mutágenos al ser biotransformados por el 

metabolismo de las plantas o animales e inducen daño en el ADN (Plewa y 

Wagner, 1993). 

Muchas plantas comestibles se exponen a herbicidas y a otros 

químicos (por ejemplo Triasulfuron (Amber 75 GS®) usados en la 

agricultura. Por lo tanto, las consecuencias de biotransformación deben ser 

tomadas en cuenta porque el efecto en las formas de activación pueden 

representar una amenaza a la salud publica al contribuir a la presencia de 

mutágenos en el medio ambiente (Gómez-Arroyo et al., 1995). 
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En este trabajo la CL50 para Drosophila melanogaster cruza E fue 3.2 

mg/ mi. A medida que se aumentó la concentración, la sobrevivencia 

disminuyó en un efecto dosis-respuesta. El testigo agua tuvo una 

sobrevivencia de 7S % y la concentración que se utiliza en el campo (O.OS 

mg/ mi) no mostró toxicidad, de acuerdo con Rebecchi et al., (2000) . Con 

las concentraciones 1, O. 7S, O.S y 0.2S mg/ mi se observó la misma 

respuesta. Sin embargo, la concentración de 4 mg/ mi, tuvo una 

sobrevivencia de sólo 40%. 

Con el bioensayo SMART en ala, el análisis de las proporciones de las 

manchas simples y gemelas de los descendientes transheterocigotos de la 

cruza E no mostraron un efecto genotóxico con la concentración de O.OS 

mg/ mi, la cual presentó una sobrevivencia semejante al testigo agua . 

Con la concentración de O.S mg/ mi (diez veces más que la 

concentración utilizada en el campo) si se presentó un efecto genotóxico. 

En cuanto a las proporciones de clones mwh que se obtuvieron con esta 

concentración, los más abundantes fueron para manchas pequeñas de una 

célula. Para explicar esto existen tres opciones: 1) con base en los 

resultados de Graf (199S) se podría inferir que el agente es un 

promutágeno que afectó a las células de los discos imagales hasta el final 

de la etapa larvaria, porque tuvo que ser activado por los citocromos P4SO 

u otras vías metabólicas. 2) Un resultado similar (clones de 1-2 células) se 

presentará si el compuesto induce aneuploidía (no-disyunción) ya que hay 

poca capacidad de división celular y los daños detectados en el ADN 

pueden deberse a efectos citotóxicos y/o genotóxicos, esto podría ser 

apoyado en Frei y Würgler, (1996) donde discuten la capacidad que tienen 

los compuestos de interferir con el aparato mitótico induciendo pocas 

manchas, pero con proporciones estadísticamente significativas . 3) Por 

otro lado el herbicida podría ser clastogénico, es decir que los cromosomas 

se rompan antes de la división celular y por tal motivo se encuentren un 
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número mayor de clones pequeños (1-2 células), aunado a lo anterior se 

tendría que observar un gran número de manchas grandes y gemelas 

resultado de mutaciones (duplicación, deleción, inversión y translocación) 

y recombinación somática respectivamente; las cuales en este estudio no 

arrojaron un resultado estadísticamente significativo (Ver tabla 1). Se sabe 

que la clastogenicidad puede deberse a los efectos acumulativos de 

algunos pesticidas o herbicidas, por lo cual no es posible que el daño 

pueda ser atribuido a un agente en particular. Estudios con sujetos 

expuestos a pesticidas sugiere que las mezclas de estos, en un período de 

exposición largo pueden actuar como clastogénicos en el ADN de células 

somáticas (Garaj-Vrhovac and Zeljezic, 2000). 

Con la concentración de 4 mg/ mi no se presentó genotoxicidad. 

Basándonos en los resultados de la CL50 , para 4 mg/ mi que tuvo una 

sobrevivencia menor de SO %, inferimos que de los individuos que 

estuvieron expuestos a esta concentración sólo sobrevivieron los 

resistentes. 

Las concentraciones de O.S y 4 mg/ mi empleadas en este estudio de 

genotoxicidad se utilizaron para representar una acumulación del 

compuesto (10 veces más y 80 veces más respectivamente, a la que se 

aplica en el campo (O.OS mg/ mi)) ya sea en suelo, mantos freáticos, aire y 

seres vivos. 

Esto es importante debido a que la permanencia de las sulfonilureas 

(Triasulfuron) en el suelo está determinada principalmente por las 

características edafológicas. Como se ha mencionado al haber mucha 

arcilla o materia orgánica en el mismo, se requiere aplicar una dosis mayor 

del herbicida, pero por otro lado tanto el agua como el pH son importantes 

para su eliminación. Se sabe además que el Triasulfuron se degrada bajo 

condiciones de campo (Rebecchi et al., 2000) como son hidrólisis química, 

degradación microbial y foto degradación (Vulliet et al., 2002), donde la 
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actividad microbial juega también un papel importante en su degradación o 

en su permanencia (Rebecchi et al., 2000) . 

De igual manera la interacción del herbicida co n las plantas 

superiores juega un papel importante pues se sabe, que los citocromos 

P450 metabolizan los componentes xenobióticos por medio de mecanismos 

que involucran oxidación, hidrólisis, conjugación y ocasionalmente la 

reducción, tanto en animales como en plantas; el último paso de la 

biotransformación molecular es la conjugación (Higashi, 1988). Los 

conjugados son excretados por los animales, pero como no existe un 

sistema excretorio en plantas, ellos polimerizan y/o incorporan estos 

componentes a la estructura de tal manera que los productos iniciales, la 

reacción de intermediarios y/o las especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

los productos finales pueden producir primero daño en la planta, segundo 

conjugados y/o reservas en la misma planta ha5ta que son liberados en el 

tracto gastrointestinal o en órganos cuando ellos son comidos por seres 

humanos o animales (Sandermann, 1988). El último evento específicamente 

puede ocurrir como una consecuencia de aplicaciones de pesticidas, 

herbicidas, insecticidas, etc., a plantas comestibles (Calderón-Segura et 

al., 1999). 

Es así que la exposición de compuestos genotóxicos conocidos puede 

inducir daño en el ADN no solo directamente sino a través de otros 

mecanismos tales como el estrés oxidativo o procesos inflamatorios. La 

variabilidad genética individual en las enzimas que metabolizan químicos 

agrícolas pueden también estar involucradas en estos procesos. Cuando 

estos no son eficientes en la desintoxicación, los subproductos metabólicos 

se acumulan, contribuyendo a los procesos tumorígenos (Hodgson et al., 

1991). 

El daño genético demostrado en esta investigación indica que existe 

un riesgo para los trabajadores expuestos al Triasulfuron (Amber 75 GS®) 
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si no se toman las medidas adecuadas de protección. Estos resultados 

constituyen un avance y se fundamentan en la genotox icida d que se ha 

reportado en estudios epidemiológicos donde los trabajad ore s expuestos a 

diversos pesticidas han usado muy pocas med idas de protecc ión (Gómez

Arroyo et al., 2000; Lucero et al., 2000) . 

CONCLUSIONES 

La concentración de O.OS mg/ mi que se usa en el campo no mostró 

toxic idad mayor al 40 % y no fue genotóxica. 

La concentración de 0 .5 mg/ mi arrojó una toxicidad similar a la del testigo 

agua (menor a 60 %) . 

La concentración de 4 mg/ mi del herbicida mostró una toxicidad de 60 %, 

y no presentó efecto genotóxico, por lo que se infiere que los organismos 

presentes fueron resistentes al experimento crónico del herbicida. 

La LCso para la cruza E de Drosophila melanogaster fue de 3.2 mg/ mi. 

Con el ensayo SMART en ala la concentración de 0 .5 mg/ mi fue 

genotóxica, presentando una diferencia significat iva de manchas pequeñas 

con respecto al testigo agua y las demás concentraciones utilizadas . 

La presencia de un mayor número de manchas pequeñas (1 célula) en la 

concentración de 0.5 mg/ mi pudiera deberse a que el compuesto haya 

actuado al final de la división celular en el organismo (promutágeno) o 

presentara un posible efecto aneuploidogénico . 
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RECOMENDACIONES 

Para conocer si el herbicida Triasulfuron (Amber 75 GS®) es activado 

por los citocromos P450 es necesario determinarlo mediante el ensayo 

SMART en ala cruza Bioactivación elevada (BE), que tiene niveles 

constitutivos altos de los mismos. 

En el caso de que el Triasulfuron (Amber 75 GS®) se acumulara en 

las reservas de la planta, en mantos freáticos o suelos, la presencia de 

concentraciones de ± 0.5 mg/ mi podría significar un riesgo genotóxico 

para las personas u organismos que están expuestos al herbicida o 

consumen cultivos tratados con éste. 

Por lo anterior se recomienda hacer pruebas y/o ensayos que 

detecten los niveles del herbicida en las plantas comestibles y en suelo 

para detectar tempranamente daños que pudieran originarse con este 

herbicida. 
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