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RESUMEN

En este trabajo se evalla la genotoxicidad de los plaguicidas diazinén y folicur
en las raices de haba (Vicia faba) como biomonitor, debido a que en varios estudios se
ha observado que dichos plaguicidas son téxicos en diferentes organismos. Para ello
se empled el ensayo cometa y la frecuencia de micronucleos, se determiné la actividad

de peroxidasa y el contenido de proteinas antes y después de los tratamientos.

Las raices de V. faba se expusieron por 2 horas a 0.05, 0.1, 0.2,04, 1,2y 3
mg/mL de folicur y por otro lado a 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 1, 2, 3y 4 mg/mL de
diazinbn 0.5 M; el testigo negativo se introdujo en agua destilada y el positivo en
dicromato de potasio, se utilizaron las raices completas para el ensayo cometa y el

meristemo para la técnica de microndcleos.

Para el ensayo cometa se aislaron los nucleos de las células de la raiz de V.
faba en amortiguador, se homogeneizé la suspensién de nucleos con agarosa al 1% y
se colocaron en un portaobjetos, se sometieron a lisis, se corrio la electroforesis por 20
min, se neutralizaron con Tris y se fijjaron con etanol. Finalmente las laminillas se
tineron con bromuro de etidio, los cometas se observaron en el microscopio de
fluorescencia y se midieron utilizando el programa Comet Assay IV y se tomé como

criterio de dano el momento de la cola.

En la prueba de micronucleos se analizaron 1000 células de cada tratamiento,
identificando las que presentaban microndcleos y las que no. Se realizaron al menos

dos experimentos de cada tratamiento.

Mediante la técnica de guayacol se determind la actividad de la peroxidasa en

las raices y el analisis del contenido de proteinas por el método de Bradford.



Los resultados con el ensayo cometa y la aparicion de micronucleos mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo negativo, ademas se
observd una relacién ddsis-respuesta de los plaguicidas y su efecto en la induccién de

cometas y de micronucleos.

La actividad de peroxidasa disminuyo y el contenido de proteinas de las células
de la raiz, al incrementar la concentracion de los plaguicidas, observandose diferencias

significativas en las concentraciones mas altas.

Se observé una correlacion negativa entre la disminucion de la actividad de la
peroxidasa y la frecuencia de dafio al DNA provocado por los plaguicidas diazinon y

folicur.



1. INTRODUCCION

Los agentes genotoxicos son agentes fisicos o quimicos, capaces de interactuar
y producir alteraciones en el material genético de los organismos. Dentro de los
agentes genotoxicos se incluyen a los que interaccionan directa o indirectamente con el
DNA provocando mutaciones y los que actuan interfiriendo con procesos enzimaticos
de reparacion, génesis o0 polimerizacion del material proteico involucrado en la
segregacion cromosOmica (Rodriguez 2003). Los xenobidticos son compuestos
guimicos (Porta, et al. 2003); la palabra xenobiético viene del griego "xeno" ("extrafio")
y "bios" ("vida") (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia 1991) estos pueden llegar a
ser agentes genotoxicos (Stanley 2007), al estar dentro de la célula pueden ser
reactivos por si mismos o bien, puede ser activados por enzimas metabdlicas siendo
capaces de interactuar y reaccionar con el DNA (éste proceso es llevado a cabo por los

llamados promutagenos) (figura 1)(Rodriguez 2003).

Dentro de la gama de los xenobibticos destacan los metales pesados y las
sustancias organicas como: plaguicidas, hidrocarburos halogenados y no halogenados,
residuos quimicos toxicos, entre otros (Stanley 2007). Para la deteccion del dafio
genotoéxico, se han utilizado diversos modelos biolégicos uno de ellos son las plantas
ya que es posible observar un amplio espectro de alteraciones genéticas que incluyen
mutaciones génicas y aberraciones cromosomicas, las plantas constituyen un material
biolégico con muchas ventajas por su economia, facilidad de manejo y rapidez para
obtener resultados (De Serres 1978, Villalobos-Pietrini et al.1994).

1.1 Plaguicidas

De acuerdo con la FAO los plaguicidas son compuestos quimicos, sustancias o
mezcla de sustancias, destinados a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo
vectores de enfermedades humanas, especies no deseadas de plantas o animales que
ocasionan un dafio interfiriendo en la produccion de alimentos o articulos de consumo
humano (OMS1992, FAO 2003).


http://www2.udec.cl/~digentox/glosario/adn.html
http://www2.udec.cl/~digentox/glosario/mutacion.html
http://www2.udec.cl/~digentox/glosario/reparacion.html

En México, la tierra disponible para la agricultura es de aproximadamente unos
23 millones de hectareas, o sea, cerca del 12% de la superficie total del pais.
Historicamente el uso de plaguicidas se ha concentrado en los estados del noreste del
pais, donde prevalece la agricultura dedicada a los cultivos de exportacion. Los cultivos
a los que se aplica el mayor volumen de estos productos son: maiz, frijol, sorgo, trigo,

cebada, papa y hortalizas (Albert 2005).

Los plaguicidas de mayor uso son los herbicidas, seguidos de insecticidas y
fungicidas. Entre los insecticidas mas utilizados estan los organofosforados. Aunque
actualmente no hay datos claros de la cantidad de plaguicidas que se utilizan, es
evidente que seguimos estando ampliamente expuestos a los mismos; reportes de
1998 indican que se consumian alrededor de 50,000 toneladas anuales de ingrediente
activo (Albert 2005).

1.2 Toxicologia

Los plaguicidas, aunque pretenden ser selectivos para las especies que atacan
también son nocivos para otros organismos. En humanos son tdxicos tanto por

envenenamiento accidental, como por exposiciones cronicas (Rodriguez 2003).

Actualmente se han encontrado residuos de los plaguicidas en agua, aire, suelo,
en los alimentos que ingerimos e incluso en muestras de sangre, orina y otros fluidos
corporales (Garcial998, Venegas et al. 1998, GOmez-Arroyo et al. 2000, Martinez-
Valenzuela et al. 2009). Segun la organizaciéon mundial de la salud (OMS), cada afio
entre 500 000 y un millébn de personas se envenenan con plaguicidas y de 5000 a
20000 mueren (OMS 1992).

1.3 Clasificacién

Los plaguicidas se clasifican en diversas familias de acuerdo a su estructura

guimica entre los que se encuentran: los organoclorados, los organofosforados, los



carbamicos y los piretroides. Actualmente los insecticidas mas aplicados son los

organofosforados, los carbamatos y los piretroides (Sogorb 2002).

Los organoclorados son insecticidas ampliamente utilizados, su estructura
guimica corresponde a los hidrocarburos clorados, lo que les confiere una alta
estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles y altamente
solubles en disolventes organicos. Estas propiedades y su lenta biodegradacion
favorecen su persistencia en el ambiente (Al-Saleh 1994). Estos plaguicidas actdan
sobre el sistema nervioso central alterando las propiedades electrofisiolégicas y
enzimaticas de las membranas neuronales (Narahashi et al. 1992), ocasionando

intoxicaciones agudas e incluso la muerte por paro respiratorio (Tordoir et al. 1994).

Los organofosforados son los mas utilizados en la agricultura mexicana (Albert
2005), son ésteres, amidas o tioles derivados de los acidos fosférico, fosfonico y
fosforoico. Se descomponen con mayor facilidad y se degradan por oxidacion e
hidrélisis, dando origen a productos solubles en agua. Pertenecen a este grupo el
paration, malation, diazinon, clorpirifos y diclorvos (Al-Saleh 1994). Tienen propiedades
alquilantes, es decir que actuan directamente sobre el DNA afadiendo grupos alquilo
principalmente metilo y etilo a las bases nitrogenadas que poseen sitios nucleofilicos
capaces de reaccionar con electrofilos (Fest et al. 1973, Bagchi et al. 1995, Stanley
2003), la mayoria son insecticidas y acaricidas, en general su forma de incorporacion

es por contacto y por ingestién (Jeyaratnman et al. 1994).

Se ha observado que causan aneuploidias en espermatozoides humanos y
alteran la fertilidad (Padungtod 1999, Sarkar 2000, Giwercman et al. 2006), modifican la
estructura de la cromatina en células de personas expuestas (Sanchez et al. 2004), En
células de medula 6sea de ratén producen aberraciones cromosémicas y presencia de

micronucleos (Jayashree et al. 1994).



Los carbamatos tienen ésteres derivados de los &cidos N-metil y dimetil
carbamico, se subdividen en tres tipos principales derivados de ésteres carbamatados,
comunmente usados como insecticidas; derivados del &cido tiocarbamico, utilizados
como fungicidas y carbamatos que se emplean como herbicidas. Todos ellos son
relativamente inestables, con un tiempo corto de persistencia ambiental, su accion es
selectiva inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa. Su degradacion se realiza por

oxidacion y sus metabolitos finales son hidrosolubles (Al-Saleh 1994).

Los piretroides inicialmente fueron elaborados de manera natural a partir de las
flores del crisantemo de compuestos llamados piretrinas, contienen un anillo
dimetilciclopropano, con un radical variable que corresponde al &cido crisantémico o
pirétrico y otro radical que involucra anillos aromaticos y a veces un grupo ciano,
posteriormente se obtuvieron en forma sintética, estos ultimos permanecen durante
mas tiempo en el ambiente, son estables bajo la luz solar y el calor, se hidrolizan por
alcalis y son relativamente biodegradables; generalmente son efectivos contra la

mayoria de los insectos en dosis muy bajas (Al-Saleh 1994, Ware et al. 2004).



2. ANTECEDENTES

2.1 Diazinén

El diazinon (Figura 2) es un insecticida que se encuentra en el grupo de los
organofosforados. Su modo de accidn es transformandose primero en una molécula de
diazoxon, este compuesto interfiere en el funcionamiento del sistema nervioso (Journal
of Pesticide Reform 2000).

El principal efecto nocivo del insecticida que se ha reportado en animales es
inhibiendo la accion de la acetilcolinesterasa (AChE), evitando la degradacién de la
acetilcolina (ACh), provocando una sobre estimulacion nerviosa; ademas el diazinon y
otros insecticidas organofosforados inhiben numerosas enzimas con estructura
molecular similar a la acetilcolinesterasa (Ware et al. 2000). Investigaciones recientes
sefialan que el diazinbn muestra alta toxicidad en los estados larvarios de Drosophila
melanogaster (Siikran et al. 2004), induce deformaciones e incrementa la mortalidad
del pez cebra (Volker 2008), dafio al DNA y alteraciones de la cromatina en
espermatozoides de raton (Salazar et al. 2008) y en lineas celulares de cancer de

mama de humano induce una elevacion de dafio cromosémico (Ukpebor et al. 2011).

En los tejidos de plantas, el diazinon puede penetrar, ser absorbido y acumulado
en grandes cantidades en las raices, posteriormente se trasloca al tallo y las hojas de
la planta en menor concentracion donde se ha encontrado una correlacion entre el
aumento del tiempo de exposicion y la concentracion de diazindn en los tejidos de las
plantas (Kansouh 1968, Kroger et al. 2008).

En México, este compuesto es empleado para controlar insectos tanto a nivel
domeéstico como en las cosechas de frijol, maiz, calabaza, cafia de azucar, papa,
platano, chile, entre una gran variedad de hortalizas (www.terralia.com 2010) y se ha
evaluado su efecto en trabajadores del estado de Sinaloa, observandose efectos

genotoxicos en células del epitelio bucal (Martinez-Valenzuela et al. 2009).


http://www.terralia.com/

2.2 Folicur

Folicur (Figura 3), es un fungicida perteneciente al grupo de los triazoles, cuyo
ingrediente activo es el tebuconazol. Este fungicida cuenta con registro en México y
estd autorizado para aplicarse en los cultivos de trigo, cebada, platano y vid; se utiliza
para combatir la roya negra del tallo (Puccinia graminis) (www.bayercropscience.com
2010) roya amarilla (Puccinia striiformis), Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis var.

difformis) y cenicilla de la vid (Uncinula necéator) (www.helmmexico.com 2011).

Su modo de accion es por via sistémica y por contacto, penetra la cuticula
entrando a la planta una hora después de su aplicacion. Los depdsitos que quedan en

la superficie brindan una prolongada accién residual que dura algunas semanas.

Dentro de la planta se mueve en sentido acropétalo de forma que es absorbido
por sus partes vegetativas y traslocado hacia los meristemos terminales. La
penetracion a través del sistema radicular es muy efectiva, sin embargo es retenido por
el suelo y no es movil, por lo tanto los tratamientos al suelo deben ser realizados en
condiciones que aseguren el contacto con la mayor parte del sistema radicular para

gue pueda ser absorbido sistémicamente (http://www.helmmexico.com 2011).

Se ha reportado que es acumulado en los tejidos del pez cebra (Danio reiro)
(Andreu et al. 2010) y en caracoles, donde se observa una disminucion de su
crecimiento (Druart et al. 2011). En la pulga de agua (Daphnia magna) induce
reduccion en su alimentacion, asimilacién y reservas energéticas desembocando en
efectos cronicos observados en su reproduccion, crecimiento o hasta la induccién de su
muerte (Ochoa et al. 2008, Sancho et al. 2009). En las jundias (Rhamdia quelen)
genera estrés oxidante y una disminucién en la actividad de enzimas que participan en
los procesos antioxidantes, como la catalasa (CAT) y la glutation transferasa (GST)

(Ferreira et al. 2010). Asimismo se ha observado que es teratdgeno en la rana Xenopus


http://www.bayercropscience.com/

laevis, en donde se muestran malformaciones a nivel de tejido cartilaginoso en el

primero y el segundo arco branquial (Di Renzo et al. 2011).

2.3 Viciafaba

Vicia Faba es una planta herbacea perteneciente a la familia Fabaceae, se ha
observado que los meristemos de la raiz son los mas utilizados en los ensayos de
mutagénesis, ya que la respuesta de las raices como bioensayo para determinar la
genotoxicidad de mutagenos ambientales ha presentado buena correlacion con las de
bacterias y mamiferos (de Kergommeaux et al. 1983), ademas las rutas metabdlicas en
este tejido son semejantes a las encontradas en otras células de eucariontes y es un
tejido embrionario formado por una poblacién de células que se mantienen en continua
proliferacion; su cariotipo esta constituido por seis pares de cromosomas, sus células
poseen sensibilidad al efecto de los plaguicidas y es considerada metabdélicamente
activa debido a que posee enzimas como las oxidasas las cuales son utilizadas en la
activacién de muchos promutagenos (Gémez-Arroyo et al. 1995, Pimentel et al. 2006).
Este sistema permite detectar compuestos quimicos que ejercen su efecto toxico via un
metabolito reactivo. Los meristemos radiculares estan constituidos por células que
carecen de cloroplastos por lo que su metabolismo no es fotodependiente y son
permeables a sustancias exdgenas, de forma que la penetracion y eliminacion de
solutos es sencilla, ademas estas células son las primeras que se exponen a los

compuestos quimicos del agua y suelo (Shelby 1980).

2.4 Estrés Oxidante por Presencia de Xenobidticos en Vegetales

En los organismos existe un equilibrio entre las especies reactivas al oxigeno y
los sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho equilibrio se descompensa a favor
de las especies reactivas al oxigeno se produce el denominado estrés oxidante. Las
especies reactivas al oxigeno poseen un electron desapareado en su ultima capa, lo
gue les permite reaccionar con un elevado numero de moléculas, primero oxidandolas

y después atacando sus estructuras (Halliwell et al. 1990).



Las plantas tienen paredes rigidas, ademas no tienen una circulacion bien
definida para la distribucion de compuestos extrafios. El transporte en el xilema mueve
un producto quimico en la corriente de transpiracion y el floema suministra el transporte
de nutrientes a puntos de crecimiento como las raices y brotes. En las plantas no existe
un 6érgano especializado para metabolizar compuestos extrafios (Higashi 1988), sin
embargo, sus células poseen paquetes enzimaticos que los metabolizan por distintos

mecanismos incluyendo la oxidacion, la hidrdlisis, la conjugacién y la reduccion.

En el caso de los plaguicidas, las plantas pueden absorberlos y metabolizarlos
formando productos aun mas agresivos, posteriormente, distintas enzimas como la
superéxido dismutasa, actian en el metabolismo de los xenobibticos; estas enzimas
aunque tienen una funcién protectora para la célula producen especies reactivas al
oxigeno y activan reacciones mutagénicas, peroxidacion de lipidos ¢ inactivacion de

enzimas.

Un ejemplo de como el metabolismo de los xenobiéticos actia en el dafio celular
es la reduccidn de la quinona a semiquinona por flavoproteinas, posteriormente la auto-
oxidacion de la semiquinona dirige la generacion del anidon superoxido, el cual puede
aumentar la concentracion de peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilo que se unen
covalentemente al DNA y a otras moléculas (Figura 4) (Sandermann 1987).

Las células pueden tolerar estados de estrés oxidante leve; sin embargo,
situaciones severas de estrés oxidante pueden afectar al metabolismo celular (Vicario
1997). Uno de los modelos que se ha utilizado para conocer el mecanismo por el cual
actian algunas sustancias genotoxicas es la peroxidasa de rabano ya que sufre una
activacion mutagénica por diversos agentes genotoxicos, dando como resultado
mutaciones y fragmentacion del DNA (Sandermann 1988). La enzima peroxidasa
participa en el metabolismo de pesticidas (Plewa et al. 1991, Sanderman 1988, 1992,
Gichner et al. 1988, 1993).

La reaccion peroxidante procede de la siguiente manera:

Peroxidasa + H,O, — peroxidasa |

10



Peroxidasa | + AH, — ™ peroxidasa Il + AH’

Peroxidasa Il + AH, — peroxidasa + AH’

Aungue cuando la concentracion de peréxido es lo bastante elevada se puede

llegar a observar dafio celular.

2.5 Actividad de Peroxidasa

La peroxidasa es una enzima que cataliza la oxidaciéon de ciertos compuestos
donadores de hidrogeno, como fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas, por
medio de peroxidos (H.O,). El substrato oxidable mas usado es el guayacol, que es
oxidado a un complejo coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxidasa: La
velocidad de formacién del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida de la
actividad enzimética por lecturas espectrofotométricas de las absorbancias en relacion
con el tiempo. La peroxidasa presenta como grupo prostético al Hem, cuyo atomo
central de hierro forma complejos con diferentes compuestos, como los cianuros y la
hidroxilamina, inhibiéndose su actividad enzimatica. La actividad enzimatica depende
del vegetal, del substrato oxidable que se emplea como reactivo, del pH y de la

temperatura a que se trabaja (www.mazinger.sisib.uchile.cl).

Como la mayoria de las enzimas, la peroxidasa puede ser inactivada por el
calor, siendo una de las que precisan mayor temperatura y mas tiempo para su
inactivacion. Posee, ademas, la propiedad peculiar de la regeneracion enzimatica. Este
fendmeno consiste en que al inactivarla por medio del calor recupera parcialmente su
actividad después de un cierto tiempo. Esto ha sido explicado, aduciendo que la
fraccidon proteica de la enzima sufre una desnaturalizacion parcial, con pérdida de su
estructura terciaria, si el calor se aplica un tiempo muy corto, produciéndose luego una
reversion de la proteina a su estado normal por recombinacion de sus grupos

hidrégenos o sulfhidrilicos (www.mazinger.sisib.uchile.cl 2011).
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2.6 Electroforesis Unicelular Alcalina 6 Ensayo Cometa

El ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina, es un método sensible y
relativamente sencillo para detectar dafio en el DNA a nivel de células individuales
(Singh et al. 1988), asimismo; detecta rupturas de DNA de cadena sencilla y enlaces

cruzados, con el enfoque de una sola célula en pruebas citogenéticas.

Fue desarrollada para medir rompimientos en la cadena del DNA en células
expuestas a radiacion ionizante, utilizando una técnica en la cual embebian las células
en un gel de agarosa obteniendo un halo de DNA fragmentado alrededor del nucleo.
Posteriormente se optimizé el método efectuando la lisis en una solucion neutra y
empleando un campo eléctrico débil para atraer a los fragmentos de DNA hacia la
carga positiva (Ostling 1984). Por ultimo el DNA se tifié con bromuro de etidio para

visualizar los nucleos con los cometas (Tice 2000, Collins 2002).

La electroforesis alcalina (pH=13), desenrolla al DNA y separa las proteinas
asociadas, incrementando la movilidad y visualizacion de los fragmentos de DNA,
debido a esto, se pueden observar rupturas de cadena sencilla y doble; lesiones en los
sitios sensibles al alcali y en sitios de reparacion retardada del DNA; ofreciendo mayor
sensibilidad para detectar agentes genotdxicos (Fairbairn et al. 1995, Rojas et al.
1999). Asi, el DNA migra fuera de la célula bajo la influencia de un campo eléctrico,
donde el DNA no dafiado migra mas lento y permanece encerrado dentro del nucleo
cuando es aplicada una corriente, mientras que un patron de migracion con la

apariencia de un cometa indica que el DNA de la cauda esta dafiado.

Para evaluar el dafio al DNA en estudios de genotoxicidad se ha tomado como
criterio de dafio el momento de la cola (Anderson et al. 2003, Schabath et al. 2003),
gue es el porcentaje de DNA en la cola que es producto de la distancia de migracion y
de la densidad de DNA (Olive et al. 1990, 1992, Muller et al.1994). EIl momento de la
cola incorpora una medida tanto del tamafio més pequefio de DNA que migra fuera del
nucleo (longitud de la cola del cometa) y el nUmero de rupturas (representado por la
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intensidad de DNA en la cola). Esta medida esta basada en el porcentaje de DNA que
migra, también se ha hecho popular con el incremento del uso de sistemas de analisis
de imagen computarizados, utilizados para almacenar datos de los cometas (Tice et al.
2000).

2.7 Micronucleos como Indicadores de Dafio Genotéxico

Los micronucleos son cuerpos extranucleares compuestos de cromosomas 0
fragmentos de cromosomas que fallaron en su incorporacion dentro de los nucleos de
las células hijas durante la division celular (Schmid 1975). Como su nombre lo indica
son pequefios ndcleos conteniendo masas de cromatina que se encuentran cerca del
nucleo principal en las células en interfase, se pueden originar de manera espontanea
0 como respuesta a agentes clastogénicos y/o aneugénicos, resultando de la pérdida
durante la division celular de fragmentos cromosOmicos 0 cromosomas enteros
(Fenech y Morley 1985).

Los agentes clastogénicos causan alteraciones cromosOmicas de tipo
estructural, induciendo lesiones a los cromosomas que provocan fragmentos
cromosOmicos acéntricos y anillos con centrdmero en los que éste se encuentra
dafado, alterando el cinetocoro o bien las fibras del huso acromatico, provocando
retraso en la migracion de estos fragmentos hacia los polos del huso mitético quedando
fuera de los nucleos hijos. También se presenta en cromosomas completos, causado
por agentes aneugénicos, produciendo aberraciones cromosémicas de tipo numérico
causadas por pérdida del centrémero o afectacion del mismo, en donde el cromosoma
completo no se incorpora a los nucleos de las células hijas. En todos los casos, el
material genético no incluido en los nucleos de las células hijas, queda en el citoplasma
y una porcién de éstos se rodean de membrana nuclear y aparecen en la interfase

como peguefios nucleos (Zalacain et al. 2005).
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3. JUSTIFICACION

Numerosos productos quimicos sintéticos como los fertilizantes y plaguicidas, se
han utilizado para incrementar la produccion agricola. Los plaguicidas son el arma mas
violenta y efectiva contra las infestaciones de plagas; su importancia radica en su facil

almacenaje, transporte y aplicacion (Restrepo 1992).

Dentro de la amplia gama de agroquimicos, el uso de plaguicidas ha permitido el
control de insectos responsables de epidemias severas, como la malaria. Sin embargo,
su uso indiscriminado ha provocado grandes desérdenes ecologicos como la
resistencia a su accién en especies de insectos, la reduccion de poblaciones vegetales
y animales, ademas de la presencia de plaguicidas persistentes en el agua, el suelo y
en los organismos (Barbera 1976, Briggs et al. 1992).

Dado que es imposible realizar la experimentacion en seres humanos se han
establecido diversos sistemas bioldégicos de prueba entre los cuales las plantas
presentan innumerables ventajas que las hace una herramienta sumamente atil en

estudios de toxicologia ambiental.

Las caracteristicas de V. faba como biomonitor se basan en su sensibilidad a
pruebas con tratamientos cortos; ademas, de que es un sistema econOmico Yy
facilmente manejable, su ciclo celular es corto, la punta de sus raices tienen una
proporciéon alta de células en diferentes estados de mitosis, ya que se mantienen en
continua proliferacion, posee grandes cromosomas y un numero bajo (n=12); (Gémez-
Arroyo et al. 1995). El metabolismo vegetal juega un papel importante en la
mutagénesis ambiental, dado que los metabolitos resultantes pueden ser mas
peligrosos que el compuesto original, varios cultivos agricolas que son tratados con
plaguicidas sufren una transformacion de esta naturaleza y posteriormente los
productos son consumidos por el hombre, esto constituye un importante riesgo para la
salud. Por lo que V. faba se considera un excelente modelo para detectar la

genotoxicidad de agroquimicos como el diazinén y el folicur.
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4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el dafio genotoxico causado por la exposicion a los plaguicidas

diazinén y folicur de las células de la raiz de haba (Vicia faba).

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Exponer las células de la raiz de V. faba a diferentes concentraciones de los

plaguicidas diazinon y folicur.

e Determinar el dafio genotoxico por medio del ensayo cometa (electroforesis

unicelular alcalina) usando como criterio de evaluacion el momento de la cola.

e Cuantificar la actividad de peroxidasa de las células de la raiz.

e Cuantificar la induccién de microntcleos en el meristemo radicular.
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5. HIPOTESIS

Dado que diversos plaguicidas tienen capacidad de ser agentes genotdxicos,
entonces al exponer las células de la raiz de Vicia faba a diazinon y folicur presentaran
dafio en el DNA, expresado con el incremento en la frecuencia de cometas y en la
longitud de sus caudas, asi como la presencia de micronucleos en las células

meristematicas y modificacion de la actividad de peroxidasa.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Germinaciéon de Semillas de Haba (Vicia faba)

Las semillas de haba fueron seleccionadas y lavadas en agua corriente
frotandolas intensamente para limpiar de esporas y hongos, posteriormente se
colocaron en una solucion 0.01 % de hipoclorito de sodio por 30 min y se lavaron
perfectamente para quitar los residuos del hipoclorito, sumergiéndolas en agua durante
24h en oscuridad a una temperatura aproximada de 19-20 °C, por ultimo se colocaron
entre dos capas de algodén hiumedo manteniéndolas en las mismas condiciones hasta
gue las raices alcanzaran una longitud de alrededor de 3 cm. Posteriormente las raices
fueron lavadas con cuidado para evitar dafiarlas, se retiro la cofia y demas material que
pudiera impedir la correcta penetracion del agroquimico y se colocaron en tratamiento
durante 2 h en oscuridad (Figura 5). Como testigo positivo se empled dicromato de
potasio 0.5 M y como negativo agua destilada.

6.2 Aislamiento de Nucleos

Se cortaron aproximadamente 2 cm de la raiz y se depositaron en 10 mL de
amortiguador salino de fosfatos (PBS) frio con pH=7.4. Posteriormente se colocaron las
raices de cada tratamiento en cajas de Petri pequefas inclinadas sobre hielo para
mantener la temperatura baja y protegiéndolas de la luz con la tapa oscurecida y se les
adicion6 250 uL de PBS.

Posteriormente se hicieron cortes finos transversales de las raices omitiendo la
punta y la region distal, dejando que los nucleos precipiten por gravedad en el PBS, se
tomaron 50 uL de la suspension de nudcleos y se coloco en 50 uL de agarosa de bajo
punto de fusién (Sigma) al 1 % a 37 °C se homogeneizé6 suave y lentamente la
suspension de nucleos, se depositd sobre un cubreobjetos y se le coloc6é encima un
portaobjetos previamente cubierto con agarosa de punto de fusiébn normal al 1 %, se

dejo solidificar y se cubrié con agarosa de punto de fusion bajo (GIBCO-BRL) al 0.5 %
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dejando solidificarse sobre una placa fria. Posteriormente se retiré el cubreobjetos y los
portaobjetos con el gel con ndcleos se colocaron en solucion de lisis a pH 10 por al

menos 1 h.
6.3 Electroforesis

Se llen6 la camara de electroforesis con amortiguador (NaOH 10N, EDTA
200mM) con pH=13, se colocaron las laminillas alineadas con la parte esmerilada
orientada hacia el catodo y se agregé el amortiguador hasta cubrirlas. Se incubaron por
18 min en la solucion de electroforesis para que se efectuara la desnaturalizacion de
DNA y se corri6 la electroforesis a 25 volts y 300 miliamperes por 20 minutos,
posteriormente se neutralizaron sumergiéndolas en amortiguador Tris (BIO-RAD) 0.4M,
pH=7.5 frio por 5 min 3 veces y finalmente se sumergieron las laminillas en etanol para

fijarlas y se dejaron secar a temperatura ambiente protegiéndolas del polvo.

6.4 Tincidon

Se tifieron con 50 uL de bromuro de etidio 0.04mg/mL (1X), se les colocé un
cubre objetos y se metieron en una camara humeda protegida de la luz para evitar la
evaporacion, asi como el decaimiento del fluorocromo mientras se efectuaba el registro
al microscopio de fluorescencia. Se registraron 25 nucleos por laminilla y dos laminillas
por tratamiento. Se realizaron dos experimentos consecutivos de manera que el

minimo registrado fue de 100 nucleos por concentracion.

6.5 Registro de los Cometas

Los cometas fueron observados en el microscopio de fluorescencia a 20X y
registrados con el programa Comet Assay IV, tomando en cuenta el valor del momento

de la cola.
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6.6 Obtencién de Extractos

Se lavaron y secaron las raices de haba previamente expuestas a diazinén y
folicur, se cortaron 2 cm, se maceraron en un mortero con nitrégeno liquido y se les
afiadiéo 500 uL de amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH 7 en relacion 1:1
peso/volumen, posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm durante 3 min a 0 °C, se

recupero el sobrenadante manteniéndolo a 4 °C hasta su uso (£30minutos).

6.7 Cuantificacién de Proteinas Totales

El sobrenadante de los extractos se coloco en hielo e inmediatamente se analizé
el contenido de proteinas por el método de Bradford (1976); para el reactivo de
Bradford se disolvieron 100 mg de azul de Coomasie G-250 85% (Aldrich), en 50 mL de
etanol (Sigma) 95% de purezay se afordé a un litro con acido fosforico 85% (Aldrich). Se
mezclé durante 12 h en la oscuridad, posteriormente se filtrd y se colocd en un frasco

ambar a 4 °C.

En tubos de ensaye se colocaron 5 pL del extracto de células de raiz de haba de
todos los tratamientos y del testigo negativo (H,O), 1.5 mL de agua destilada y 200 pl
del reactivo de Bradford, se agitaron y se realizaron las lecturas de la absorbencia a
595 nm en un espectrofotometro de UV Jenway 6300 efectuando tres repeticiones y

posteriormente promediandolas.

Para el calculo de la concentracién de proteinas, se construyé una curva de
referencia con albumina de suero bovino (BSA, Aldrich) pesando 10 mg de BSA y se
agregaron 10 mL de agua destilada para tener una concentracion final de 1 mg/1 mL.
Las concentraciones de la curva fueron 20, 40, 60, 80 y 100 puL y se ajustaron con agua

destilada a 100 mL, las determinaciones se hicieron por triplicado.
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6.8 Determinacion de la Actividad de Peroxidasa

La actividad de peroxidasa de las raices se evalué utilizando los extractos de la
raiz de haba expuestas a los diferentes tratamientos mediante la oxidacién del
guayacol, monitoreando el cambio de absorbencia a 470 nm. La actividad de
peroxidasa se midi6 cada 30 segundos durante 5 minutos, usando un
espectrofotometro de luz U.V. Se hicieron 3 repeticiones independientes para cada
medicion por cada experimento como lo describen Gentile et al. (1991).

La mezcla de reaccion consistio en:

1 mL de H,0, al 0.3 %

1 mL de guayacol al 1%

10 uL de extracto de células de raiz de haba

Amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH=7, en proporcion para tener un

volumen final de 3 mL.

Los componentes de la mezcla de reaccién se combinaron agregando al final el
guayacol y se determino la absorbencia a 470 nm (Chance y Maehly 1995) en un
espectrofotometro de luz UV como una funcion del tiempo. La tasa de actividad

peroxidasa se estimo6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

~ ™
Aso VA
La tasa de reaccidn de la peroxidasa: 6.47o><l
tmin
N _/

Donde:
As70 es la absorbencia a 470 nm
&0 es el coeficiente de extincién para el tetraguayacol (26.6 mM™*cm™)

I es la longitud de trayectoria de la cubeta (1 cm)
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Y es el volumen de reaccién en litros
p es el contenido de proteina en ug

tmin €S el tiempo en minutos

6.9 Analisis de Micronucleos

6.9.1 Fijacion

Las raices de haba previamente tratadas con diazinén y folicur, asi como los
respectivos testigos (negativo y positivo), se limpiaron cuidadosamente y se cortaron *

5 mm, se fijaron en etanol-acido acético (3:1) (V/V) y se dejaron en el congelador.

6.9.2 Tincién

Se colocaron los meristemos en etanol al 70 % durante 15 min a 28 °C. Se
hidrolizaron con HCI 5N a 28 °C alrededor de 30 min agitando continuamente, después
se decanté el acido y se lavaron 3 veces con agua destilada para quitar residuos del
HCI. Se tifieron los meristemos con el reactivo de Schiff colocandolos en portaobjetos
excavados dejandolos 20 minutos en la oscuridad, por ultimo se cortaron 2 mm del
meristemo y se transfirieron a portaobjetos planos etiquetados, donde se les agrego
acido acético al 45 % y con un cubreobjetos se hizo el aplastamiento en monocapa
(“squash”), metiendo al congelador enseguida.

6.9.3 Preparaciones Permanentes

Las preparaciones se congelaron con nitrdgeno liquido introduciéndolas 25
segundos cada una y se les desprendid el cubreobjetos con un bisturi, posteriormente
se deshidrataron con dos cambios rapidos de butanol absoluto y se montaron con

resina sintética Entellan (Merck). Se observaron 1000 células en interfase al azar en el
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microscopio Optico con un aumento de 40X, para determinar la incidencia de

micronucleos.

6.10 Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos del momento de la cola, cantidad de proteina,
actividad peroxidasa y analisis de micronucleos, se sacaron la media, la desviacion
estandar, el error estandar y se compararon las diferentes concentraciones de diazinén
y folicur con respecto a los testigos (testigo negativo agua destilada y testigo positivo
dicromato de potasio) con una prueba ANOVA en el programa SPSS 17.0
considerando las diferencias significativas con una p<0.0001 en los casos donde hubo
diferencia significativa entre el testigo negativo y los tratamientos se aplico una prueba
de comparacion multiple Newman-Keuls.

Se utilizé el andlisis de regresion lineal con una p<0.05 para los datos de
cantidad de proteina y actividad de peroxidasa.
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7. RESULTADOS

En los tratamientos aplicados a la raiz de V. faba con diazinon y folicur, se

observa una relacion dosis-respuesta en todos los experimentos realizados (Cuadros 1
y 2).

En las concentraciones aplicadas con diazinén el dafio celular fue encontrado a
partir de 0.1 mg/mL. El andlisis de Tukey muestra que existen diferencias significativas
en el ensayo cometa y la prueba de micronucleos al ser comparados con el testigo
negativo (H,O), mientras que para la cantidad de proteina y la actividad de peroxidasa
se observan diferencias significativas a partir de las concentraciones de 0.2 mg/mL a
p<0.001 (Cuadro 1).

Las concentraciones aplicadas de folicur provocaron dafio celular a partir de
0.025 mg/mL. El andlisis de Tukey muestra que existen diferencias significativas en el
ensayo cometa y en la prueba de microndcleos al ser comparado con el testigo
negativo (H,O), mientras que para la cantidad de proteina y la actividad peroxidasa se
observan diferencias significativas en los tratamientos de mayores concentraciones:
0.5,0.1, 0.2, 0.3y 0.4 mg/mL a p<0.001 (Cuadro 2).

7.1 Ensayo Cometa

La evaluacion del ensayo cometa, muestra que ambos plaguicidas son capaces
de inducir dafio en el DNA al ser comparados con el testigo negativo. El momento de la
cola aumenta proporcionalmente con la concentracién de los plaguicidas (Figura 6).
A partir de la segunda dosis (promedio = E.E: 7.28 + 3.42), el momento de la cola
aumenta significativamente con respecto al testigo negativo (Cuadro 1). Los
tratamientos realizados con folicur a partir de 0.025 mg/mL mostraron diferencias

significativas con respecto al testigo negativo con el andlisis de varianza (Cuadro 2).
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7.2 Cuantificacién de Micronutcleos

En la prueba de microndcleos de células tratadas con diazindn existen
diferencias significativas desde la concentracion de 0.2 mg/mL comparado con el
testigo negativo (Cuadro 1). Se observa una correlacion positiva con un p de Pearson
de 0.8156 mostrando la relacion dosis-respuesta en la cantidad de micronucleos
comparada con las diferentes concentraciones de diazinén (Figura 7).

Para los tratamientos con folicur, la prueba de microndcleos muestra diferencias
significativas en todas las concentraciones (a partir de 0.025 mg/mL) comparado con el
testigo negativo (Cuadro 2). Se observa una correlacion positiva con una p de Pearson
de 0.783 mostrando la relaciéon dosis-respuesta en la cantidad de micronucleos

comparada con las diferentes concentraciones de folicur (Figura 8).

7.3 Determinaciéon del Contenido de Proteinas y Actividad de Peroxidasa

La cantidad de proteinas y la actividad peroxidasa en células tratadas con folicur
y diazinbn muestran una correlacion negativa en ambos tratamientos.
La actividad peroxidasa en los tratamientos con diazinén y folicur disminuyeron (p de
Pearson = -0.7047, -0.6996, respectivamente; p<0.05), mientras que la cantidad de
proteinas mostro valores de (p de Pearson= -0.8352 para diazindn, -0.9612 para folicur
p<0.05) conforme se aumentaban las concentraciones de ambos plaguicidas (Figura 9
y 10).
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8. DISCUSION

Los agroquimicos han aumentado la economia en términos de mejorar la
produccion agricola en el mundo al disminuir las plagas y vectores de enfermedades.
Asimismo se ha mencionado en distintas ocasiones que los plaguicidas no son toxicos
para el ambiente y la salud; como sefialan acerca del insecticida diazindn y el fungicida
folicur (Bayer 2011, HELM México S.A. 2011), no obstante este y otros trabajos indican
gue ambos plaguicidas son capaces de generar alteraciones fisioldgicas, dafio en las
células e incluso en el DNA (Ware et al. 2000, Siikran et al. 2004, Salazar et al. 2008,
Ferreira et al. 2010, Di Renzo et al. 2011, Druart et al. 2011, Ukpebor et al. 2011).

En este estudio, los resultados obtenidos en el ensayo cometa indican que los
plaguicidas diazindn y folicur aplicados en las raices de V. faba son capaces de inducir
dafio en el DNA. La relacion dosis-respuesta que se observa en el ensayo cometa
muestra una degradacion del material genético al ser aplicado diazinon (a partir de los
0.1 mg/mL) al igual que lo que se observa para folicur, el cual requiere una dosis mas
baja para inducir el dafio (a partir de 0.05 mg/mL). Esta relacion diferencial de ambos
plaguicidas puede ser debida a que el fungicida folicur actia como un inhibidor de la
enzima citocromo p450 la cual es esencial para la biosintesis de ergosterol, y esto
provoca una inestabilidad en la integridad de la membrana plasmatica y entonces tener
acceso a los diferentes organelos celulares (Klix et al. 2007, Yin et al. 2009). En el
estudio realizado por Becher y colaboradores (2011) donde realizan andlisis de
microarreglos en Fusarium graminearum, observan que 1058 genes se expresan
diferencialmente después del tratamiento con tebuconazol; sefialan que 596 genes
involucrados en la biosintesis de ergosterol incrementan significativamente sus niveles
de transcripcion, donde sefialan que muchos de los genes presentan una respuesta a
estrés en lugares inespecificos, que pueden ser originados por defectos en el
suministro de nutrientes como resultado de las perturbaciones en la membrana por los

azoles.
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El citocromo P450 (CYP) es una superfamilia de genes que participan en el
metabolismo de una gran variedad de xenobidticos y sustratos enddgenos (Nelson et
al. 1996, Oyama et al. 2003, 2004). Los xenobidticos son metabolizados por las
enzimas de la fase | que incluye a la familia de CYP. Los metabolitos son entonces
modificados por las enzimas de la fase Il (sulfotransferasas, glutation transferasa, N-
acetil transferasa, entre otras). Estas reacciones generalmente dan como resultado la
inactivacion o desintoxicacion. Sin embargo, los CYPs pueden convertir a los
xenobidticos en compuestos mas activos, toxicos 6 ambos, que pueden formar aductos
en el DNA dando como resultado la iniciacidbn y promociéon de la tumorigénesis
(Gonzalez et al.1994). Asimismo Fenech (2000) sefiala que los aductos en el DNA dan
lugar a rupturas en la hebra o dafio en el eje. Si fallan los sistemas de reparacion del
DNA daria como resultado la conversion de las lesiones de bases a una ruptura de
cadena sencilla que se convertiria en una doble hebra en la siguiente sintesis de DNA,
gue conduciria a la formacién de un fragmento acéntrico que se expresaria como un
micronucleo (Fenech et al. 1992, 1994, Surrales 1995).

Los resultados obtenidos con la técnica de microndcleos muestran un
comportamiento semejante que los del ensayo cometa ya que revelan diferencias
significativas a las mismas concentraciones, Otros estudios realizados en células MCF-
6 (linea celular de adenocarcinoma mamario) expuestas con diazinén, muestran dafio
genotoxico al presentar un incremento en el numero de micronucleos, lo cual
concuerda con los resultados encontrados en este estudio (Ukpebor et al. 2011),
También se ha sugerido que al existir ruptura en el DNA se generan deleciones y
translocaciones de los cromosomas que llegan a dafiar las proteinas encargadas de la
division celular, ocasionando la formacion de microndcleos (Fenech 2000, Faust et al.
2004, Glei et al. 2008).

Otros estudios con tebuconazol aplicados en Rhamdia quelen muestran una
induccion del estrés oxidante en el higado, al observarse un incremento significativo en
peroxidacién de lipidos y actividad catalasa (Ferreira et al. 2010). También se han

observado cambios metabolicos en la carpa europea (Cyprinus carpio), ya que la
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exposicion al tebuconazol disminuye la actividad catalitica por accion de proteasas en
respuesta al estrés oxidante, esto fue comprobado al tratar células de higado, cerebroy
musculo blanco donde fueron aumentando los niveles de grupos carboxilo en las
proteinas (Toni et al. 2011). En el mismo estudio, se observa una disminucion
significativa en la concentracion de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa,
glutation transferasa y acido ascorbico. Estos resultados concuerdan con los
observados en los resultados de concentracion de proteina y actividad peroxidasa ya

gue ambos disminuyen por la exposicion al folicur asi como al insecticida diazindn.

Con relacion al diazindn sefialan que a bajas concentraciones llega a ser letal
cuando aumenta el tiempo de exposicion, lo que indica que este es un factor que tiene
gran influencia sobre la toxicidad de este xenobidtico (Henao et al. 2005), asimismo
induce estrés oxidante (Dawood et al. 2010) en ratas disminuye significativamente la
actividad de la glutation peroxidasa y de la peroxido dismutasa (Abdou et al. 2010),
enzimas involucradas en los procesos antioxidantes. Igualmente en la carpa europea
(Cyprinus carpio) muestra una disminucion en la actividad de la glutation transferasa
(Oruc 2010). Dawood et al. (2010) sefialan que en ratas expuestas disminuyen las
enzimas antioxidantes como catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y

peroxidacion de lipidos (Dawood et al. 2010).

La enzima peroxidasa de plantas participa como uno de los intermediarios del
metabolismo de los xenobidticos (Sandermann 1988). Esto indica que cuando existe un
desequilibrio a favor de los radicales libres generados por diazinén o folicur, la actividad
peroxidasa disminuye como mecanismo de proteccion ante las altas concentraciones
del sustrato es utilizado para el propdsito, disminuyendo su concentracion en el medio
intracelular. Los resultados de la actividad peroxidasa nos sugieren que los
agroquimicos utilizados en este estudio son activados metabdlicamente en el ciclo
redox. Los xenobioticos son metabolizados por enzimas de la fase I; sin embargo,
muchas veces estos compuestos no son inactivados por estas enzimas y forman
intermediarios reactivos (Turrens 2003). Las especies reactivas de oxigeno pueden

causar dafio celular y esto es rapidamente inactivado en las células por reacciones de
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reduccion, esto es facilitado por las enzimas peroxido dismutasa, catalasa, citocromo c
y glutation transferasa (Turrens 2003). Si las especies reactivas de oxigeno no son
reducidas totalmente, esto puede causar dafio en el organismo por que pueden
reaccionar con macromoléculas de importancia biolégica, como lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucléicos, en este caso el DNA o simplemente el agroquimico
puede estar actuando directamente con el DNA oxidandolo directamente o uniéndose
covalentemente. Un experimento que evidencia el estrés oxidante generado por los
agroquimicos diazinén y folicur es el ensayo cometa ya que es capaz de detectar sitos
apurinicos/apiridiminicos (AP) porque una de las bases del DNA con mayor oxidacion
es la 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua). La presencia de 8-oxoGua en el DNA es
producida por errores en la incorporacion de la adenina (Singh et al. 1988, Valverde et
al. 2009). Los resultados obtenidos en el ensayo cometa muestran rupturas en la doble
hélice de DNA, lo que podria dar como resultado un cromosoma roto que se evidencia

con los resultados de la técnica de micronucleos (Savage 1993).

Los resultados revelan que los compuestos quimicos utilizados en este estudio
provocan rupturas en el DNA, fragmentos cromosémicos, un aumento en la protedlisis
y del complejo enzima peroxidasa-ligando; los cuales son eventos caracteristicos de la
generacion de especies reactivas de oxigeno producida por agentes genotoxicos en la

célula.
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el ensayo cometa se observan aumentados de
manera dependiente de la concentracion de diazinon y folicur; asimismo se observan

diferencias significativas con respecto al testigo negativo.

Se observd un aumento en la cantidad de micronucleos al incrementar la
concentracion de los agroquimicos probados en este estudio, o que nos permite
concluir que la exposicion a diazinén y folicur representa acrecentamiento de dafio

cromosomico en V. faba.

Mediante los experimentos de ensayo cometa y la prueba de micronucleos, se

atribuye dafio genotéxico del diazinén y folicur en Vicia faba.
En los experimentos realizados la cantidad de proteina y la actividad de la

peroxidasa disminuyen en las células de Vicia faba cuando son expuestas a diazinon y

a folicur.
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10. FIGURAS Y CUADROS.
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Figura 1.- Vias metabdlicas de agentes xenobidticos en las plantas, los animales y el hombre

(Sandermann 1988)
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Figura 4. Via propuesta para el ciclo redox de metabolitos xenobiéticos quinoides (Sandermann 1988)
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Tratamiento de las raices en las diferentes
soluciones por

2 Horas
Testigo Negativo Diazinén (Bayer) Folicur (Bayer) Testigo Positivo
H.0 0.05,0.1,0.2,0.4, 1,2, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, Dicromato de Potasio
3 mg/mL 0.3, 0.4 mg/mL 0.5 M (Baker)

Lavado con agua corriente y secado

Figura 5.- Disefio de los experimentos
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Cuadro 1.- Efecto de diferentes concentraciones de diazinén en células de la raiz de V. faba medido en
el ensayo cometa, cuantificacion de micronucleos, cantidad de proteinas y actividad de peroxidasa.

. Ensayo : . Cantidad de Actividad
Experimento Micronucleos . .
cometa proteinas peroxidasa
prom + E.E. prom + E.E. prom + E.E. % prom = E.E. %
Testigo 0.53 +1.02 16.5 + 3.13 7.6 +0.87 100  0.976:0.0122 100
Negativo
Testigo 13.97 +2.04* 61.5+6.74 - - - -
Positivo
Diazinén
mg/mL
0.05 1.65+1.35 24.0+3.74 6.66 + 0.37 86 0.746 + 0.0181 77
0.1 7.28 + 3.42* 36.5 + 4.62 5.87 + 0.29 87 0.700 = 0.0079 88
0.2 8.08 + 3.12* 57.0 + 5.80* 4.96 + 0.70* 55 0.623 + 0.0325* 75
0.4 11.73 £ 2.59* 65.5 + 6.15* 3.88 + 0.58* 58 0.625 + 0.0091* 52
1.0 14.09 +2.88* 72.0 £ 6.45* 3.25 + 0.09* 62 0.711 + 0.0106* 60
2.0 19.70 + 3.06* 76.0 + 6.63* 2.70 + 0.10* 43 0.593 + 0.0134* 46
3.0 34.77 £ 3.59* 89.0 + 7.16* 1.90 + 0.40* 27 0.471 + 0.0041* 22

*Se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos por un andlisis de varianza y se aplico la
prueba de comparacion multiple de Tukey con una p<0.001 en todos los experimentos
*Para los experimentos de cantidad de proteina y actividad peroxidasa se utilizé una prueba de
comparacion multiple Newman-Keuls, P<0.05.

Cuadro 2.- Efecto de diferentes concentraciones de folicur en células de la raiz de V. faba medido en el
ensayo cometa, cuantificacion de micronucleos, cantidad de proteinas y actividad de peroxidasa.

. Ensayo . . Cantidad de Actividad
Experimento Micronucleos P .
cometa proteina peroxidasa
prom + E.E. prom + E.E. prom £ SD % prom + SD %
Testigo
Negativo 0.53+1.02 16.5+3.13 7.6+ 0.873 100 0.976+0.0122 100
Testigo 13.97 +2.04* 61.5+6.74 - - -
Positivo
Folicur
mg/mL
0.025 5.72 + 1.98* 455+ 5.12* 6.300 + 0.291 99 0.739 + 0.0199 95
0.05 10.97 £ 2.74* 63.5 + 6.06* 6.026 + 0.513 86  0.425+0.0472* 42
0.1 20.69 + 2.04* 69.0 £ 6.32* 5.436 + 0.441* 77 0.418 + 0.0472* 51
0.2 22.45+353* 77.5+6.69* 3.973+0.265* 53  0.443+0.0088* 29
0.3 24.36 + 3.48* 76.0 + 6.63* 3.393 + 0.265* 51  0.379 + 0.0045* 28
0.4 42.06 + 3.95* 79.0 £ 6.75* 1.796 + 0.404* 24 0.349 + 0.130* 25

*Se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos por un andlisis de varianza y se aplico la
prueba de comparacién multiple de Tukey con una p<0.001 en todos los experimentos

*Para los experimentos de cantidad de proteina y actividad peroxidasa se hizo la comparacién miltiple
Newman-Keuls, P<0.05.
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Tratamiento con Diazinén
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Figura 6.- Efecto de los plaguicidas Diazinén y Folicur sobre las células de la raiz de haba (Vicia faba),

evaluado mediante la prueba de ensayo cometa.
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