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Resumen:

El Clomazone es un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura para erradicar
malezas de hoja ancha y algunas gramineas que infestan diversos cultivos, entre ellos,
la calabacita (Cucurbita pepo). Este compuesto se caracteriza por su absorcion a través
de las raices de las plantas, se emplea en un gran numero de cultivos (Soya, arroz,
tabaco, sandia y pepino por mencionar algunos), su alta solubilidad en agua y su
moderada persistencia en el suelo facilitan su dispersion al ambiente y su posible
bioacumulacién en productos agricolas de consumo humano. Al ser una sustancia
guimica presente en productos agricolas, su alta solubilidad en agua y su moderada
persistencia en el suelo facilitan su dispersion al ambiente y su posible bioacumulacion
en productos agricolas de consumo humano

En este estudio, se evalud el potencial genotdxico del extracto de raices de calabacitas
(Cucurbita pepo), mediante tratamientos con Clomazone al 2.5 5 y 10% de
concentracion respectivamente. Evaluando su efecto por medio del ensayo de mutacion
y recombinacion somatica (SMART, por sus siglas en inglés), en células de las alas de
la mosca Drosophila melanogaster. La prueba detecta la pérdida de heterocigosis. Utiliza
larvas transheterocigotas del tercer estadio con los marcadores recesivos flr3 y mwh, los
cuales se expresan en los tricomas en la superficie de las alas de las moscas. Las larvas
se obtuvieron de las cruzas estandar (ST, por sus siglas en ingles) y de alta bioactivacion
(HB, por sus siglas en inglés), esta ultima aplicada para determinar si los extractos son
dependientes de activacion metabdlica para ser genotdxicos.

Los resultados obtenidos indican que el extracto de raices de calabacitas tratadas con
Clomazone son genotoxicas en todas las concentraciones evaluadas en la cruza
estandar. Mientras que en la cruza de alta bioactivacion solo la concentracion mas alta
mostré un efecto positivo a la prueba. Ademas, al comparar los datos de ambas cruzas
pudimos concluir que el extracto de raices de calabacitas tratadas con Clomazone no es
promutagénico dado que la cruza de alta bioactivacion no muestra diferencias

significativas respecto a la cruza estandar.
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1. Introduccion

1.1 Drosophila melanogaster

1.1.1 Ventajas de D. melanogaster, como modelo bioldgico

La mosca de la fruta, D. melanogaster, ha tenido una larga y duradera relacion con los
seres humanos. Los humanos producen desechos organicos y las moscas los consumen
(Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016). Sin embargo, también ha acompafiado a los cientificos
a lo largo de la historia en el descubrimiento y estudio de procesos fisiolégicos y
mecanismos biolégicos extrapolables al humano, asi como en el apoyo a la docencia de
la Genética (Rodriguez-Arnaiz y colaboradores, 2006, Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016).
D. melanogaster es un modelo experimental muy Util, por las siguientes caracteristicas:
1) son pequenfias; 2) requieren poco espacio para su cultivo; 3) son faciles de cruzar; 4)
su ciclo de vida es de 10 dias a 21 dias, lo que permite obtener muchas generaciones
en un corto periodo de tiempo; 5) pueden ovipositar hasta 500 huevecillos; 6) sus etapas
de desarrollo son visibles morfolégicamente bajo el microscopio estereoscopico; 7) son
sencillas de manipular; 8) su genoma estd ampliamente caracterizado; 9) su gran
similitud genética con los mamiferos que, a pesar de pertenecer a linajes
filogenéticamente separados, ha permanecido con pocos cambios a través de la
evolucion de forma que existen rutas metabdlicas y caracteristicas compartidas entre las
moscas Yy los humanos; 10) sus caracteristicas morfolégicas son claramente
identificables y; 11) representa un menor costo con respecto a otros modelos de animales
utilizados para la experimentacion (Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016, Santalla y

colaboradores, 2016).

1.1.2 Ensayos con D. melanogaster

D. melanogaster ha sido participe de una gran variedad de experimentos realizados

respecto a herbicidas y sus posibles efectos nocivos, por ejemplo: Castafieda-Sortibran
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y colaboradores (2019), realizaron un ensayo de genotoxicidad utilizando el modelo de
mosca de la fruta, con cruzas estandar (ST) y de alta bioactivacion (HB) para tres
herbicidas, simacina, Clomazone y linurén, encontrando que producen un aumento
significativo en la frecuencia de manchas, particularmente en la cruza estandar. Por su
parte, Kaya y colaboradores (2000), llevaron a cabo la evaluacion de genotoxicidad
utilizando a D. melanogaster como modelo, mediante las cruzas estdndar y de alta
bioactivacion para los herbicidas: Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético, hidrazida maleica,
propanil y glifosato, observando un aumento en la frecuencia de eventos mutagénicos y
recombinogénicos, especialmente en la cruza de alta bioactivacion. Semren y
colaboradores (2018), realizaron una revisién de estrés oxidante en herbicidas, entre
ellos la atrazina, para la cual, también se utilizé6 el modelo de la mosca de la fruta;
concluyeron que la atrazina genera un aumento de especies reactivas de oxigeno en D
melanogaster. Marin Insfran y colaboradores,(2022), realizaron un ensayo de SMART
con D. melanogaster con cruza estdndar y de alta bioactivacion para cuantificar la
genotoxicidad de tres herbicidas Hechos con base en glifosato muy utilizados en
Paraguay (GBH1,GBH2, y GBH3), detectaron diferencias significativas de toxicidad en

todos las variantes probadas, siendo GBH2 la mas genotoxica.

1.2 Genotoxicidad y toxicologia

1.2.1 Qué es la genotoxicidad

De acuerdo con Rodriguez Arnaiz y Ayala (2016): “un agente genotoxico se denomina a
aquel agente quimico, fisico o biologico capaz de producir mutaciones” (FIG. 1). También
puede decirse que un agente genotoxico, es aquél quimico o genotoxina capaz de causar
dafio al DNA, ya sea en células somaticas o germinales. En el caso de las células
somaticas, el impacto de una sustancia genotéxica puede derivar en cancer, mientras
gue, en células germinales puede derivar en defectos congénitos y del desarrollo (Phillips
y Arlt, 2009).

Mariana Camila Mufioz Ponce Nava 7
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Phase contrast image

Figura 1: Fotografia de célula somatica normal
(arriba) y célula mutada o cancerigena (abajo),
se observa un cambio en el fenotipo y
morfologia de la célula cancerigena respecto a
la célula normal.

Normal cells

Imagen obtenida de: Zuluaga, A. S. F. y
colaboradores (2002). Contrast agents for confocal
microscopy: how simple chemicals affect confocal
images of normal and cancer cells in
suspension. Journal of Biomedical Optics, 7(3), 398-
403.

Cancer cells

— 5 LM

La evaluacion de la genotoxicidad busca determinar el riesgo asociado al consumo y la
exposicion a agentes genotoxicos. Para ello, se realizan analisis experimentales en
organismos modelo que permiten observar detalladamente los procesos metabdlicos

involucrados en la genotoxicidad (Phillips y Arlt, 2009)

Aunque, es comun asociar la genotoxicidad con carcinogénesis es importante mencionar
gue estos conceptos no estan completamente ligados, es decir, la carcinogénesis no
tiene necesariamente un origen genotdxico y los genotdxicos no necesariamente causan
carcinogénesis (McLennan y colaboradores, 2014, Krebs y colaboradores, 2017). Un
carcindgeno genotoxico, por lo general es, inespecifico, causando tumores en todos los
tejidos de diferentes tipos, sin importar el sexo, la especie, y a menudo, dependiendo de
la dosis, aunque sin formar umbrales. Por otro lado, los carcin6genos no genotéxicos
suelen generar tumores siguiendo un patrén, siendo especificos de una especie, un sexo
y/o un tejido, ademas inducen dafio en dosis altas, aunque sean pocos eventos de

Mariana Camila Mufioz Ponce Nava 8
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exposicion al compuesto. Los quimicos cancerigenos genotoxicos presentan un riesgo
mayor en el humano gue los no genotoxicos, las células adquieren las caracteristicas del
cancer a través de la mutacién somatica y la seleccion (Cairns, 1975; Nowell, 1976;
Phillips y Arlt, 2009; Martincorena y Campbell, 2015).

Entre otros efectos que pueden inducir los agentes genotoxicos se incluyen: mutaciones
puntuales, inserciones, deleciones y recombinaciones cromosomicas, estos efectos
inducidos por agentes genotoxicos generalmente son Utiles para las evaluaciones
experimentales, dado que pueden verse reflejadas en el fenotipo del organismo modelo
y por consiguiente permiten determinar el dafio genético (Phillips y Arlt, 2009), como
sucede con la prueba SMART donde se busca detectar la pérdida de heterocigosis y la
recombinacion en las células de las alas de D. melanogaster (Graf y colaboradores.,
1984).

1.2.2 Toxicologia

La toxicologia se define como el estudio de los efectos perjudiciales asociados a
sustancias quimicas en los seres vivos (Phillips y Arlt, 2009).

La palabra toxico viene del “toxicus” que significa venenoso. La toxicologia tiene es una
herramienta muy importante para proteger la salud humana y es una disciplina que ha
existido por milenios, lo cual se ve reflejado en todo el conocimiento asociado a la
medicina tradicional de las diferentes culturas respecto a los efectos curativos y adversos
de plantas, animales, etc. (Luch, 2008) de las diferentes culturas a través de la historia
de la humanidad. Sin embargo, la toxicologia se ha diversificado en diferentes ramas y
su estudio se ha especializado, a nivel molecular para estudiar los efectos de los

xenobidticos a nivel metabdlico (Luch, 2008).

Antiguamente la toxicologia se limitaba al estudio de sustancias consideradas
estrictamente toxicas, sin embargo, todo tiene un potencial toxico dependiente de la dosis

administrada, consumida y la resistencia del organismo a la sustancia. Ademas, los
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efectos pueden ser variables dependiendo del tiempo de exposicidn (agudos y crénicos)
(Phillips y Arlt, 2009).

1.2.3 Mutacioén

Una mutacion es aquel cambio o alteracion heredable que ocurre en algun sitio del
genoma, todas las mutaciones son cambios en la secuencia de DNA (McLennan y
colaboradores, 2014, Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016, Krebs y colaboradores, 2017). Las
mutaciones son un fenbmeno que ocurre en la naturaleza de forma aleatoria, todos los
seres Vivos las experimentan como resultado de sus interacciones con el ambiente o
procesos de la maquinaria celular, a éstas se les denomina mutaciones espontaneas y
no son altamente frecuentes (Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016, Krebs y colaboradores,
2017). Las mutaciones son fendmenos que pueden ocurrir de varias formas (Tabla 1),
entre ellas se destacan: las mutaciones puntuales: son cambios que ocurren en una sola
base, 0 en muy pocas bases adyacentes; este tipo se divide en dos: las transiciones, en
las cuales una purina se cambia por otra purina o el cambio de una pirimidina por otra
pirimidina; y las transversiones, en las que una purina se reemplaza por una pirimidina o
viceversa (McLennan y colaboradores., 2014, Rodriguez-Arnaiz y Ayala 2016); las
mutaciones cromosomicas: aquellas aberraciones en el nimero o estructura de los
cromosomas (Rodriguez-Arnaiz y Ayala, 2016); las mutaciones homedticas: mutaciones
producidas por grupos celulares que alteran el plan corporal (Rodriguez-Arnaiz y Ayala,
2016) y las mutaciones inducidas: el aumento de la incidencia de mutaciones provocado
por compuestos quimicos (Krebs y colaboradores, 2017).

Mariana Camila Mufioz Ponce Nava 10



Evaluacion del efecto genotéxico del extracto de raiz de Cucurbita pepo tratada con el herbicida

Clomazone en Drosophila melanogaster

Tablal. Clasificacion de mutaciones por su tipo con ejemplos de cada uno.

Mutacién

Definicion

Ejemplo

Mutacién puntual

Cambios que ocurren en una sola base
o algunas bases adyacentes.

Transicién: cambio entre purinas (A<G) o entre
pirimidinas (C<T)

Transversion: cambio entre purinas y pirimidinas (A< T
0 C=GoT<G o CoA)

Mutacion cromosdmica

Alteraciones en el nimero o estructura
de los cromosomas.

Traslocaciones, inversiones, delecionesy
duplicaciones

Mutacion homedtica

Mutaciones que afectan grupos
celulares y el plan corporal.

Cambios en genes reguladores del desarrollo

Mutacion inducida

Mutaciones cuya incidencia aumenta
al exponer al organismo a agentes
fisicos, quimicos o biolégicos.

Uso de agentes mutagénicos como compuestos
quimicos o radiacion.

Mutacién Silenciosa

Mutaciones en regiones no
codificantes o que ni alteran el
producto del gen codificante.

Cualguier mutacién sin efectos observables

Mutacién de cambio de sentido

Mutaciones en regiones codificantes
que alteran el producto del gen
codificante.

Cambio de un aminoéacido funcional por uno letal
(Ocurre en los primeros dos nucledtidos de un codon)

Las mutaciones pueden tener efectos variados dependiendo de su naturaleza y sitio de

aparicioén. Las mutaciones que ocurren en sitios especificos de la secuencia pueden no

tener un efecto si ocurren en una seccion no codificante del DNA, en este tipo de

situaciones se dice que la mutacidn es una mutacién silenciosa (McLennan y

colaboradores, 2014). Por otro lado, si la mutacion ocurre en una seccion codificante, de

forma que afecta al producto del gen codificante, se conoce como una mutacion de

cambio de sentido, dependiendo del aminoacido afectado por la mutacién el cambio de

sentido puede tener un efecto nulo o letal, si la mutacién ocurre en el primer nucleétido

de un coddn el efecto puede ser letal o de cambio de sentido; cuando las mutaciones

ocurren en el segundo y tercer nucleétido de un codén pueden tener efectos de cambio

de sentido o resultar en mutaciones silenciosas (McLennan y colaboradores, 2014).

Como se menciono anteriormente las mutaciones pueden ser inducidas, es decir que la

frecuencia de las mutaciones puede aumentar al exponer a los organismos a agentes

fisicos, quimicos o biologicos, denominados mutagenos (Tabla 2) (Rodriguez-Arnaiz y

Ayala, 2016, Krebs y colaboradores, 2017).

Los mutagenos tienen diferentes

capacidades y, pueden afectar desde un nucleétido en especifico hasta un gen e incluso

el genoma completo. La potencia de los agentes mutagénicos puede cuantificarse en

funcion del aumento de la incidencia de mutaciones comparado con la incidencia de

mutaciones espontaneas (Krebs y colaboradores., 2017).
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Tabla 2. Clasificacion de los agentes mutagénicos segun su tipo con ejemplos.

Tipo de mutéageno Efecto Potencia mutagénica
Fisicos Pueden afectar el DNA directamente como | Ejemplo: radiacion UV, radiacion ionizante.
roturas de cadena
Quimicos Inducen mutaciones al interactuar con los | Ejemplo: Agentes alquilantes, compuestos
nucledtidos del DNA como la ciclofosfamida.
Biologicos Organismos como virus que afectan la Ejemplo: Virus que integran su genomaen
estructura o expresion genética el DNA del huésped.

Una consecuencia de las mutaciones es la pérdida de heterocigosis, este fendbmeno se
da cuando un organismo que posee dos alelos, uno silvestre y uno mutante, pierde la
funcion del silvestre como resultado de la mutacion, de forma que Unicamente queda la
version mutante del alelo el cual se expresa (NIH, Consultado 2024).

Sin embargo, las mutaciones pueden no ser definitivas, existen procesos de reparacion
de dafio al DNA en las células. Cuando en el DNA ocurre el rompimiento de una hebra
(SSB, por sus siglas en inglés), éste puede ser reparado en “Eucariontes superiores”
gracias a la DNA ligasa. La poli(ADP-ribosa) se activa y sintetiza polimeros que sirven
como etiqueta y atraen al complejo proteico encargado de la reparacion del DNA
(McLennan y colaboradores, 2014). Otra forma de reparacion para las SSB es la
escision, la hay de dos tipos; la reparacion por escision de nucleétidos (NER, por sus
siglas en inglés), en la cual la cadena con el dafio es seccionada por una endonucleasa
en un numero determinado hacia cada lado de la lesion y, el segmento es eliminado, de
esta forma el segmento se transcribird de la cadena no lesionada corrigiendo el error
(Mc.Lennan y colaboradores, 2014, Krebs y colaboradores, 2017). La segunda forma de
reparacion por escision es la reparacion por escision de base (BER, por sus siglas en
inglés), en la cual las bases modificadas individuales son identificadas por glucosilasas
selectivas que se encargan de la ruptura del enlace N-glucosilico de la o las bases
alteradas y la desoxirribosa produciéndose asi un sitio apurinico o apirimidinco (AP, por
sus siglas en inglés). Una AP endonucleasa corta este sitio y el dafio es reparado
mediante transcripcion a partir de la cadena sin dafio, cuando se presenta reparacion por

BER en ocasiones ocurre una pérdida espontdnea de bases como consecuencia de la
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escision, esta pérdida también se soluciona al momento de la transcripcién (Mc.Lennan
y colaboradores, 2014, Krebs y colaboradores, 2017). Si una ruptura SSB no es reparada
apropiadamente, ocurren los rompimientos de doble cadena (DSB, por sus siglas en
inglés). Para reparar este tipo de dafio existen dos mecanismos: la recombinacion
homologa y la union de terminaciones no homologas (Mc.Lennan y colaboradores, 2014,
Krebs y colaboradores, 2017). En el caso de la recombinacion homologa ocurre una
recombinacion de cromosomas homoélogos en células soméaticas para reparar una DSB,
el proceso de recombinacion es igual al ocurrido durante la meiosis, sin embargo, ocurre
Unicamente en el segmento dafiado gracias a proteinas de sefializaciéon durante la
mitosis celular (Mc.Lennan y colaboradores, 2014, Krebs y colaboradores, 2017). La
union de extremos no homaologos entra en accién cuando no hay cromatidas hermanas
disponibles para llevar a cabo la recombinacién, en este tipo de reparacion, los extremos
resultantes de la DSB son unidos nuevamente uno con el otro, sin embargo, esta forma
de reparacion puede ser problematica, dado que puede generar deleciones y adiciones
al momento de la reparacion (Krebs Y colaboradores, 2017). Finalmente, tenemos la
reparacion por falta de coincidencia, ésta entra en acciéon durante la replicacion del DNA
para corregir errores en la replicacion, los errores ocurren en las hebras hijas y se corrige

en las mismas (McLennan y colaboradores, 2014).

1.3 Xenobioticos y su metabolizacion

1.3.1 Xenobidticos

“Uno de los campos de investigacion en los que D. melanogaster ha jugado un importante
papel es en el de la toxicologia genética; disciplina que trata de conocer los efectos
genotoxicos que se producen en los organismos cuando son expuestos a Xenobioticos”
(Rodriguez Arnaiz y colaboradores, 2006).

Los xenobidticos son sustancias quimicas ajenas al organismo y pueden ingresar al
cuerpo mediante la ingesta, inhalacién y absorcién a través de los epitelios (Acosta y

Acosta, 2019). Ademas, algunos xenobidticos pueden ejercer su genotoxicidad debido a
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la exposicion prolongada (Phillips y Arlt, 2009). Muchos xenobi6ticos pueden ser

metabolizados, lo cual implica la modificacion de su estructura (Acosta y Acosta, 2019).

1.3.2 Citocromo P450

Los xenobidticos se encuentran en el mundo que nos rodea y estamos en constante
contacto con ellos; los organismos cuentan con barreras encargadas de mantener a los
xenobidticos fuera del organismo, sin embargo, dichas barreras pueden fallar.

Los xenobioticos no tienen valor nutrimental, por o que no son incorporados a las vias
metabdlicas a las que se incorporan los nutrientes, a pesar de no pasar a las vias
metabdlicas intermediarias, tienen que ser eliminados, crear una ruta metabdlica
especifica para cada compuesto metabdlico requeriria de grandes cantidades de tiempo
y energia por, lo que no seria muy eficiente. Por ello, un sistema metabdlico mas eficiente
para este tipo de sustancias sera aguel que procesa un amplio rango de compuestos.
Algunas enzimas de la familia del citocromo P450 cumplen con dichas caracteristicas
(Donato, 2004;Rodriguez y Rodeiro, 2014).

El citocromo P450 es un complejo enzimatico que conforma a una superfamilia de
enzimas, especificamente hemoproteinas monooxidasas con funcion catalitica. Las
enzimas de esta superfamilia son muy versatiles, diversas y con gran variedad de
sustratos, muchos de ellos xenobioticos. Estas enzimas tienen un papel crucial en la
desintoxicacién de los organismos; transforman a los xenobiéticos, a través de procesos
enziméaticos, en moléculas hidrosolubles y polares con la finalidad de neutralizarlos y
facilitando su excrecion. A pesar de su tarea de desintoxicacion, ocasionalmente tiene
efectos adversos al activar los compuestos produciendo fendmenos toxicologicos y

carcinogénicos (Donato, 2004; Rodriguez y Rodeiro, 2014).

El citocromo P450 esta ampliamente conservado y distribuido en los organismos vivos,
esta presente desde las bacterias hasta los mamiferos, e incluso en plantas, protistas y

hongos. En el cuerpo humano esta en diferentes organos, pero hay mas isoformas en el
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higado y los intestinos, a nivel celular se encuentran en las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico (Donato, 2004; Rodriguez y Rodeiro, 2014). Su distribucién tan amplia y
conservada permite su estudio en diversos modelos biolégicos y sus funciones se

pueden extrapolar al ser humano.

1.4 Malezas y su control quimico

1.4.1 Malezas

Se considera una maleza a toda aquella planta que interfiere con las actividades de
agricultura humanas, esto puede incluir plantas cultivables y utiles para los humanos, por
ello, la denominacion de maleza es subjetiva y antropocéntrica (Labrada y Parker,
Consultado 2024). Las malezas pueden ser un obstaculo para la agricultura, debido a
gue compiten por los recursos, merman los cultivos, pueden actuar como reservorios de
patdgenos, e incluso algunas malezas pueden secretar sustancias toxicas. Ademas, las
malezas son una obstruccion para los procesos de cosecha y aumentan los costos de

produccién (Rosales y Esqueda, 2005, Labrada y Parker, Consultado 2024).

1.4.2 Herbicidas

Las malezas pueden ser controladas mediante ciertas estrategias que pueden ser de
diferente naturaleza, por ejemplo, de forma mecanica, biolégica, cultural o quimica. Es el
control quimico el mas utilizado en los cultivos modernos (Rosales y Esqueda, 2005).
Los herbicidas son sustancias quimicas que impiden el desarrollo de las plantas, son
utilizados en cultivos, procesos industriales y areas urbanizadas, han sido utilizados
extensivamente desde la década de 1940 (Rosales y Esqueda, 2005). Si los herbicidas
no se utilizan y manejan de manera adecuada pueden causar contaminacion, dafio a las
personas que lo manejan e incluso a los cultivos de importancia econémica (Rosales y
Esqueda, 2005).

Los herbicidas pueden identificarse y clasificarse de varias maneras, de forma que se

facilite su uso y manejo agricola. Todos los herbicidas cuentan con tres nombres en su
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etiquetado: el nombre quimico, que describe su composicion molecular; el nhombre
comun, que es un nombre genérico de uso general; y el nombre comercial, que ayuda a
identificar la empresa que lo mercantiliza (Rosales y Esqueda, 2005; Caseley, consultado
2024).Existen distintas formas de clasificarlos: 1) Segun la época de aplicacion los
herbicidas, pueden ser preemergentes, los cuales son aplicados al cultivo antes de que
emerjan las malezas y los cultivo, por lo general a una profundidad diferente a la de las
semillas, de este modo se evita la germinacion de las malezas; y post emergentes, que
se aplican después de la germinacion de las malezas y el cultivo, aunque en etapas
tempranas del desarrollo y en sitios especificos donde se encuentran las malezas
(Rosales y Esqueda, 2005). 2) Segun su selectividad, pueden ser selectivos, los cuales
eliminan malezas especificas sin afectar otras plantas aledafias, esto se logra al respetar
la dosis y forma de aplicaciéon; y los no selectivos, este tipo causa dafio a todas las
plantas con las que entra en contacto (Rosales y Esqueda, 2005; Caseley, consultado
2024). 3) Segun su tipo de accion, pueden ser herbicidas de contacto, estos actuan
directamente sobre los 6rganos vegetales con los que entran en contacto; y sistémicos,
los cuales son absorbidos por la planta y distribuidos a lo largo de su organismo para
ejercer su efecto (Rosales y Esqueda, 2005; Caseley, consultado 2024). Finalmente 4)
segun su modo de accién los herbicidas siguen una secuencia en la que acciona el
herbicida desde su aplicacion hasta la muerte de las malezas y se subdividen en
inhibidores de crecimiento, inhibidores de la sintesis de pigmentos, inhibidores de la
sintesis de lipidos y los destructores de membrana celular (Rosales y Esqueda, 2005;

Caseley, consultado 2024).

1.4.3 Clomazone

El herbicida Clomazone ha sido ampliamente utilizado como control pre y post-
emergente de malezas anuales y perennes de hoja ancha y gramineas y se aplican en
el cultivo maiz, sorgo, trigo y cafia de azucar (Van Scoy y Tjeerdema, 2014). Fue

aprobado para su uso por primera vez en 1986 y pertenece a la familia de las isoxalonas
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(Van Scoy y Tjeerdema, 2014). Su persistencia en el suelo varia entre uno a cuatro
meses (Mervosh y colaboradores, 1995; Figueroa y Kogan, 2005).

El Clomazone interfiere en la sintesis de pigmentos incluyendo a los de la clorofila
(CONABIO, 2006) ocasionando blanqueamiento de las plantas inhibiendo a la via del
metileritritol fosfato (MEP) (Van Scoy y Tjeerdema, 2014).

El amplio uso de herbicidas como el Clomazone ha sido benéfico para el control de las
malezas asociadas a muchos cultivos. Sin embargo, su aplicacién tiene ciertas
desventajas (Jurado y colaboradores, 2011) y existe un potencial riesgo toxico y
genotodxico para los agricultores, especialmente si no se respetan las instrucciones de
uso (Kale y colaboradores, 1995; EPA, 2007).

En un estudio previo de Castafieda-Sortibran y colaboradores (2019) el Clomazone
indujo dafio genotoxico demostrando a través de la prueba de Mutacion y Recombinacion
Somatica (SMART, por sus siglas en inglés) (Castafieda-Sortibran y colaboradores,
2019). La prueba SMART en alas de D. melanogaster ha demostrado ser una muy buena
herramienta para detectar varias alteraciones genéticas inducidas por herbicidas (Torres
y colaboradores, 1992; Kaya y colaboradores, 2000; Pérez-Vergara y colaboradores,
2016).

Se ha demostrado para otros herbicidas (Benigni y colaboradores, 1979; Plewa y
colaboradores, 1984; Rasquinha y colaboradores, 1988; Plewa y Wagner, 1993; Heres-
Pulido y colaboradores, 2008; Panigrahi y colaboradores, 2021). Los herbicidas y la
bioactivacion que pueden ejercer las plantas de ellos pueden generar efectos
mutagénicos dafinos para el humano que los consuma (Salvagni y colaboradores, 2011;
Marin-Morales y colaboradores, 2013; Hashimi y colaboradores, 2020)

1.5 Cucurbita pepo

La calabacita (Cucurbita pepo) es uno de los alimentos basicos en la dieta mexicana
(FIG. 2), se utilizan en productos alimenticios tales como aceites, semillas tostadas,
encurtidos y cremas por mencionar algunos (CONABIO, 2006, Aguilar-Carpio y
colaboradores, 2022). Ademas, tiene cualidades deseables para la nutricion como

grandes cantidades de potasio, fibra, calcio, vitaminas A y C, magnesio y carbohidratos;
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tiene también propiedades antioxidantes (Aguilar-Carpio y colaboradores, 2022). C. pepo
crece en climas humedos y tiene habitos de crecimiento rastrero y arbustivo, son
cultivadas principalmente para el consumo alimenticio y sus frutos son consumidos antes
de que alcancen la madurez, dado que al madurar se endurece su pulpa y cascara
(CONABIO, 2006). México es el sexto mayor productor de calabacita produce el 2.6% de
calabacita a nivel global, Canad4, Japén y Estados Unidos son los principales
importadores de calabacita mexicana (84% de la produccion) (Aguilar-Carpio y

colaboradores, 2022).

Calabaza

Cucurbita pepo

OTROS NOMBRES

Calabaza de india,
calabaza india,
calabaza de comer,
calabaza de manteca,
calabaza de carrizo,
tempranilla, mensejo

arqueologia

MEXICANA

Calabaza(Cucurbita pepo). Foto: Boris de Swan / Raices

Figura 2. Ejemplificacién de especie utilizada y otros nombres comunes por los que se le conoce a
Cucurbita pepo. Imagen de la revista Arqueologia mexicana (https://argueologiamexicana.mx/mexico-
antiguo/las-especies-de-calabaza-de-mexico9).

La familia de las cucurbitaceas tiene una resistencia limitada a herbicidas, se ha
encontrado que en la familia de las cucurbitaceas tienen variedades sensibilidades a los
efectos del Clomazone, y C. pepo es resistente a los efectos del Clomazone, por lo que
el Clomazone es utilizado comdunmente en su cultivo, ademas de no presentar mermas
ni afectaciones a los productos cultivados de forma que puede usarse el Clomazone
como herbicida para esta planta con pocos efectos secundarios (Figueroa y Kogan,
2005).
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1.6 Ensayo SMART

La prueba de mutacion y recombinacion somatica en el ala de D. melanogaster (SMART,;
por sus siglas en inglés Somatic Mutation and Recombination Test) proporciona una
alternativa relativamente rapida para evaluar el potencial de una sustancia quimica para
inducir la pérdida de heterocigosidad (LOH, por sus siglas en inglés) resultante de una
mutacion genética, reordenamiento cromosomico, rotura de cromosomas o pérdida de
cromosomas (Graf y colaboradores, 1984). En el bioensayo SMART en D. melanogaster,
las cepas flare o flama (flr3) y tricomas multiples en las alas (multiple wing hairs, mwh por
sus siglas en inglés) se utilizan por sus caracteristicas genéticas especificas que facilitan
la deteccién de mutaciones somaticas, las cuales se pueden observar directamente en
las alas de los adultos. Ademas, D. melanogaster ha mostrado ser sensible a una
variedad de agentes genotoxicos, incluyendo a herbicidas, lo que la hace adecuada para
la deteccion de distintos tipos de dafio genético (Graf y colaboradores, 1984, 1989;
Rodriguez de Andrade y colaboradores, 2004; Pitchakarn y colaboradores, 2021; Yalcin
y colaboradores, 2024).

1.6.1 Cepas de Drosophila melanogaster

Para el ensayo SMART se utilizan las siguientes cepas: una portadora de la mutacién
mwh y otra portadora de la mutacion flr3, las cuales producen tricomas anémalos en las
alas de D. melanogaster en las cruzas al presentar dafio genético, permitiendo la
cuantificacion de la mutagénesis. En la cepa flr® los citocromos p450 se expresan de
forma facultativa mientras que en una tercera cepa ORR- flr® se expresan los citocromos
p450 de forma constitutiva. Esta expresion constitutiva de los citocromos p450 de la cepa
ORR-fIr® es fundamental para la deteccion de bioactivacién de una sustancia (Frolich y
Wiirgler, 1989).

Cepa de Genotipo: mwh/mwh
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El gen mwh, se localiza en el brazo izquierdo del cromosoma tres de D. melanogaster, a
0.3 unidades de mapa. Es una mutacion que provoca que las células del ala produzcan
de tres a cinco tricomas en lugar de uno solo. Esto permite la facil identificacion de
mutaciones en las células somaticas, ya que cualquier cambio en el nimero de tricomas

en las alas puede ser un indicador de dafio genético (Lindsley y Zimm, 1992).

Cepas de Genotipo: fIr¥/In(3LR)TM3,Bds y ORR-fIr3/In(3LR)TM3,Bds

El gen fIr® (flare-flama), también esta en el cromosoma tres a 38.8 unidades de mapa y
es recesivo. Cuando se encuentra en homocigosis provoca que los tricomas del ala estén
deformados y en forma de flama. flr® es esencial para la viabilidad celular por lo que la
mutacion resulta letal cuando estd en homocigosis, lo que significa que los individuos
gue la poseen no sobreviviran si ambos alelos son mutantes, por lo que en el bioensayo
SMART se pueden observar las alteraciones genéticas solo en las células somaticas que
van a dar origen a los tricomas del ala en la mosca. Para mantener la cepa flr3, se usa
un cromosoma que tiene la mutacién y su cromosoma homologo tiene un balanceador.
El cromosoma balanceador es un tipo especial de cromosoma que se usa para mantener
mutaciones recesivas letales o semiletales en la poblacion, al tener multiples inversiones
se previenen la recombinacién con su cromosoma homologo y asi se evita la formacion
de individuos letales homocigotos. En este caso “T” representa el tercer cromosoma, esta
letra es seguida por una “M”, para "invertido multiple”. En heterocigosis (una copia
mutante y una copia normal), los individuos sobreviven. En TM3 ademas porta un rasgo
fenotipico dominante facilmente observable. La mutacién Ser, esta cepa tiene una
mutacion en las alas de las moscas manifiestan muescas o escotaduras en el borde
anterior de las alas, lo que da la apariencia de que las alas estan "dentadas" o "serradas"
(Lindsley y Zimm, 1992). Ademas, se puede usar la cepa resistente al DDT Oregén R(R)
en la cual existe una alta expresion constitutiva de actividades dependientes del
citocromo P450. La cepa Oregén R(R) flare, se denomina comiunmente como ORR-flare
u ORR-fIr3 (Frélich y Wirgler, 1989).
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1.6.2 Cruzas progenitoras

Los machos mwh/mwh se cruzan con hembras virgenes (FIG. 3) fIr3/In(3LR)TM3,Bds u
ORR-Ir¥/In(BLR)TM3,Bds. Estas cruzas se realizan en una proporcién de hembras:
machos de 2:1. Se colocan hembras virgenes ORR- fIr3 y flr® con machos mwh de no

mas de 72 h de edad, se sincroniza la cruza y se permite el libre apareamiento durante

tres dias.

Figura 3. A'y B hembras virgenes de una cepa silvestre. Se observa sefialado en rojo el meconio
utilizado para identificarlas como virgenes.

Cruza Estandar:

Actividad enziméatica: La cruza estandar (ST, por sus siglas en inglés) (FIG. 4), tiene una
actividad enzimatica basal ya que las cepas de machos y hembras expresan la actividad
de los citocromos P450 de forma basal o facultativa (Frélich y Wiirgler, 1989). Es util para
identificar mutagenos directos, es decir, aguellos que son genotdxicos sin necesidad de

ser metabolizados previamente.
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Ensayo de mutacién somatica
y recombinacién en Drosophila
melanogaster

Cruza estandar
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Figura 4. Genotipos y fenotipos del cruce empleado (P) y genotipos y fenotipos del ala de la primera
generacion de la cruza estandar (Modificado de Castafieda-Sortibran y colaboradores, 2011).

Cruza de Alta Bioactivacion:

La cruza de alta bioactivacion (HB por sus siglas en inglés) (FIG. 5) tiene una
sobreexpresion de enzimas del sistema citocromo P450 ya que se lleva a cabo con
machos mwh y hembras ORR-fIr3 (Oregén R(R)-flare), una cepa resistente a pesticidas
gue expresan constitutivamente a los citocromos P450, lo que aumenta su capacidad
para bioactivar compuestos xenobioticos, convirtiéndolos en metabolitos activos que
pueden ser genotdxicos. Es especialmente (til para detectar la genotoxicidad de
promutagenos, que son compuestos que requieren activacion metabolica para
convertirse en mutagenos. Esto permite evaluar la capacidad de los compuestos para
causar dafio genotoxico después de ser metabolizados (Frélich y Wirgler, 1989; Graf y
van Shaik, 1992; Dunkov y colaboradores, 1996; Rodriguez-Arnaiz y colaboradores,
2006).
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Ensayo de mutacién somatica
y recombinacién en Drosophila
melanogaster

Cruza de alta bioactivacion
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Figura 5. Genotipos y fenotipos del cruce empleado (P) y genotipos y fenotipos del ala de la primera
generacion de la cruza de alta bioactivacién (Modificado de Castafieda-Sortibran y colaboradores,
2011).

1.6.3 Montaje de alas

Los adultos maduros expuestos al tratamiento son sacrificados y se realiza la diseccién
de las alas de las moscas transheterocigotas, caracterizadas por presentar un fenotipo
silvestre (Graf y colaboradores, 1984), se colocan 20 alas de los adultos, 10 pares de

alas de hembras y 10 pares de alas de machos (FIG. 6).

Mariana Camila Mufioz Ponce Nava 23



Evaluacion del efecto genotéxico del extracto de raiz de Cucurbita pepo tratada con el herbicida
Clomazone en Drosophila melanogaster

Hembras

I
Ultimo Par

Figura 6. A. Esquema de la preparacién permanente con 20 pares de alas, 10 pares de alas
de hembrasy 10 pares de alas de machos (esquema de Carballo Ontiveros M.A.) B. muestra
permanente de pares de alas (Fotografia Mufioz Ponce Nava M.C, 2024)

1.6.4 Lectura de resultados

Finalizado el proceso de realizacion de las laminillas, deben observarse al microscopio y
evaluadas ala por ala detalladamente. La mitad de la progenie de la cruza estandar sera
heterocigota para mwh y flr3, y la otra mitad mwh/ In(3LR)TM3,Bds. Las larvas
heterocigotas mwh/flr® son las mas importantes para el ensayo SMART. Estas larvas son
heterocigotas para dos marcadores recesivos que permiten detectar mutaciones y
recombinaciones somaticas, las mutaciones que se inducen pueden causar diferentes

escenarios (FIG. 7).
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Figura 7. Diagrama esquemadtico que ilustra los mecanismos para la formacion de clones (manchas) mediante delecién,
mutacién puntual y recombinacion, detectadas mediante la prueba SMART en D. melanogaster (Adaptado de Graf y
colaboradores, 1984 por Carballo Ontiveros M. A.).

Si un agente genotoxico induce una alteracién genética en una célula en divisiébn mitotica
de un disco del ala en desarrollo, puede dar lugar a un clon o clones de células mwh y/o
flr3, es decir, una "mancha" (FIG. 8), visible en la superficie del ala de la mosca adulta
(Graf y colaboradores, 1984; Rodriguez de Andrade y colaboradores, 2004). Si, por otro
lado, ocurre un evento de recombinacion entre los cromosomas homaologos, las células
hijas muestran clones formados tanto por células que manifiestan el marcador mwh como

flrd (FIG. 8). Asi, el nimero total de clones inducidos en un grupo de moscas tratadas
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proporciona datos cuantitativos sobre la actividad genotoxica total de un compuesto,
mientras que los tipos de clon pueden revelar los mecanismos mutacionales involucrados
en la produccién de clones (Rodriguez de Andrade y colaboradores, 2004). El registro

de las manchas se realiza de acuerdo con Graf y colaboradores (1984) (FIG. 7).

silvestre mancha mwh mancha fiI mancha gemela

Figura 8. Se observan los tipos de manchas presentes expuestos en 4 diferentes escenarios. 1) Sin
manchas. 2) Mancha mwh. 3)Mancha flr3. 4) Mancha gemela.

2 Antecedentes

Como ya se mencion6é anteriormente, el control quimico de las malezas es el mas
utilizado en la agricultura moderna, dado que si se utilizan adecuadamente suelen ser
muy eficientes y no tienden a ser muy costosos (Rosales y Esqueda, 2005). Aunque los
herbicidas son ampliamente utilizados, muchas personas no comprenden
completamente sus posibles efectos dafinos sobre el ambiente o la salud y
frecuentemente no siguen los lineamientos de seguridad y prevencion necesarios para
su manejo adecuado (Rosales y Esqueda, 2005). Ademas, los efectos que pueden

inducir no han sido ampliamente caracterizados. Con respecto al herbicida Clomazone.

Flores-Loyola (2016) realiz6 un estudio de genotoxicidad con el ensayo SMART en el
cual determin6 que el Clomazone al ser ingerido directamente por D. melanogaster en
las concentraciones de 2.5, 5, y 10% (determinadas a partir de la dosis letal minima)
tiene propiedades genotoxicas. Sin embargo, el consumo del Clomazone por el ser
humano no es directo, sino a partir de los productos cultivados en este herbicida. Es por
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esta razon que en el presente proyecto se busca evaluar la posible toxicidad del
Clomazone a partir del extracto de raiz de C. pepo expuesta a las tres concentraciones

del herbicida Clomazone determinadas por Flores-Loyola (2016).

3 Justificacion

Existen pocos estudios referentes a los posibles efectos genotoxicos del Clomazone. Es
de nuestro conocimiento que al estar dentro del organismo actlla como un xenobiotico.
Ademas, sabemos gracias a Flores-Loyola (2016), que tiene un efecto genotdxico al ser
consumido directamente. Sin embargo; el Clomazone llega al consumidor a través de la
ingesta de cultivos asperjados. El efecto indirecto tal y como se describe, no ha sido
caracterizado ni reportado. Con base en la informacion previa, en este trabajo se busca
evaluar el potencial genotéxico del Clomazone al ser consumido de forma indirecta, al

ser extraido de la raiz de calabacita (C. pepo) en el modelo biol6gico D. melanogaster.

4 Hipotesis

Se espera que el Clomazone mantenga sus caracteristicas genotoxicas, aun después de
ser metabolizado por la planta, de forma que los cultivos expuestos al herbicida pueden
tener un efecto se observara pérdida de heterocigosis en los tricomas de las alas de D.
melanogaster de forma que presente una diferencia significativa respecto al control para

las cruzas estandar y de alta bioactivacion.

5 Objetivos

5.6 General

Evaluar la genotoxicidad del extracto de raiz de calabacita germinada en Clomazone

(2.5, 5y 10%) a través del ensayo SMART en el modelo de la mosca de la fruta.
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5.7 Particulares

e Determinar si el posible efecto genotdxico depende de un proceso de bioactivacion
empleando las cruzas estandar y de alta bioactivacion en el ensayo SMART.

e Comparar los efectos genotoxicos del extracto de raices de calabacita expuestas a
Clomazone con un control positivo y un control negativo.

e Evaluar si existe una relacion dosis-respuesta del extracto de raices de calabacita

tratadas con Clomazone y la induccion células clonas en las alas de D. melanogaster.

6 Materiales y métodos

6.6 Compuestos quimicos

Clomazone adquirido comercialmente (Command® FMC; Clomazone 36% p/v)

Medio Carolina® instantaneo

6.7 Determinacionde lalLC s

En este ensayo se busca medir la genotoxicidad del Clomazone metabolizado presente
en el extracto de raiz de C. pepo. La determinacién de la LCso del Clomazone ha sido
determinada por Flores-Loyola (2016), de forma que el ensayo se llevé a cabo tratando
a D. melanogaster en las concentraciones de 2.5, 5y 10%. Con base en esta informacion

se utilizaron las mismas concentraciones para la germinacion de C. pepo.
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6.8 Método

6.8.1 Tratamientos

Extracto de raices de calabacita: Los extractos acuosos de las raices de calabacita
tratados con Clomazone se llevaron a cabo de acuerdo con de Souza y colaboradores,
(2013). Controles: Control negativo (agua destilada) y Control positivo (agente

genotoxico conocido, como Mitomicina C o ciclofosfamida).

6.8.2 Cruzas progenitoras

Se seleccionaron 100 hembras virgenes fIr3/In(3LR)TM3,Bds para la ST y 100 hembras
fIr3/In(3LR)TM3,Bds para la cruza HB y 50 machos mwh de no mas de 72 horas de edad
y se colocaron en frascos con medio de cultivo fresco y se permitié su apareamiento libre
durante 3 dias. Transcurrido este tiempo se retira a los progenitores y se permite el
desarrollo de las larvas durante 72 + 3 horas hasta el tercer estadio.

Las larvas de tercer estadio se extrajeron de los frascos con ayuda de una solucion de
sacarosa al 20% y se lavaron ligeramente con agua corriente y después con agua
destilada. Se expusieron a un tratamiento y grupos control durante 48 h, empleando
medio instantaneo Carolina® hidratado con los extractos obtenidos de los tratamientos.
Después de la exposicion se extrajeron 60 individuos adultos para la preparacion de
muestras fijas que seran realizadas por triplicado en cada concentracion (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos dados por concentracion y nimero de individuos de D. melanogaster para la
cruza estandar y la cruza de alta bioactivacion.

Tratamiento Concentracion | Laminillas Individuos Tiempo de exposicion

Control negativo 0% 3 60 48 horas
(H20)

Clomazone 2.9% 3 60 48 horas

Clomazone 5% 3 60 48 horas

Clomazone 10% 3 60 48 horas
Control positivo 0.15 mM 3 60 48 horas

(Mitomicina)
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6.8.3 Preparacion de muestras fijas

Una vez que los adultos se obtuvieron del tratamiento fueron sacrificados y fijados en
alcohol, se disectaron las alas de las moscas transheterocigotas, caracterizadas por
presentar un fenotipo silvestre de los adultos almacenados en alcohol. Se prepararon
laminillas por triplicado para cada concentracion y el testigo. Para la preparacion de las
laminillas se colocaron 20 alas de los adultos, 10 pares de alas de hembras y 10 pres de
alas de machos, en un portaobjetos con solucién fauré (30 g de goma arabiga, 20 ml de
glicerol, 50 ml de cloral hidratado y agua) (Graf y colaboradores, 1984). Después de

colocadas las alas se dejo secar la solucion durante 72 horas a 60°.

Pasado ese tiempo, se colocé una gota de Fauré y sobre ella un cubreobjetos y se ejercio
presién sobre la muestra para expandir las alas durante 72 horas. Posteriormente, se
retird el excedente de Fauré con un pincel. Para finalizar con la preparacion se colocé

barniz de uiias en los bordes del cubreobjetos para fijar la muestra.

6.8.4 Lectura de muestras fijas

Finalizada la preparacion las laminillas, las muestras fueron observadas al microscopio
optico a 40x, se evalud cada una de las alas por el lado dorsal y ventral, se exploro
detalladamente cada ala. El andlisis se llevo a cabo de izquierda a derecha y de arriba

abajo.

6.8.5 Analisis estadistico

Los datos de las lecturas de las preparaciones de las alas se evaluaron con el programa
informatico SMART 2.0 basado en la prueba de Kastenbaum-Bowman (P <0,05)
(Wurgler, no publicado). Para el analisis estadistico, las manchas se agruparon en los
siguientes tres tipos: 1) manchas individuales pequefias de 1 o 2 células de tamafio (mwh

o fIr3), 2) manchas individuales grandes de 3 0 mas células, y 3) manchas gemelas con
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un clon mwh y flr3 (FIG. 6). Estos tres tipos de manchas se evaluaron por separado. Para
las frecuencias de cada tipo de mancha (pequefias y grandes manchas simples o
gemelas) y la frecuencia total de manchas por ala para cada tratamiento, se utilizaron un
procedimiento de decision multiple para decidir si un resultado dependiendo de la
comparaciéon de clones. Se pueden alcanzar estadisticamente cuatro posibles
resultados: positivo (+), el compuesto es genotdxico; negativo (-), el compuesto no es
genotoxico; inconcluyente (i), cuando no se puede determinar si el compuesto es 0 no
genotoxico; y débil positivo (d+), cuando se considera que el compuesto es un poco
genotodxico, aunque la frecuencia de manchas de las condiciones experimentales es mas
baja que la frecuencia de los controles. A partir de los resultados obtenidos arrojados por
el programa SMART se realiz6 la discusion de estos y se sacaron las conclusiones
pertinentes. Se compararon por pares con frecuencias de controles mutagenos negativos
0 positivos, o inversamente, utilizando el programa informatico SMART. Se utilizé la
prueba U no paramétrica de Mann-Whitney y Wilcoxon (a = 8 = 0,05, unilateral) para
excluir diagnésticos falsos positivos o negativos. La prueba U considera los valores de
rango en controles y tratamientos y considera la sobre dispersion en una distribucion no
normal. Los resultados no significativos indican una falta de sensibilidad o ausencia de
genotoxicidad en la concentracién probada en la prueba de la mancha en el ala, y los
resultados significativos representan genotoxicidad cuando las frecuencias de

tratamiento son mayores que las del control (Frei y Wirgler 1988, 1995).
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En la siguiente figura, se esquematiza el método realizado para esta investigacion (FIG.
9).
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Figura 9. En el esquema se muestra la metodologia general del ensayo SMART: realizacion de la
cruza, tratamiento a larvas de 3er estadio (72 £ 3 h), obtencion de los adultos, fijacién de las alas,
montaje de las alas, lectura de las preparaciones en el microscopio 6ptico, analisis estadistico e
interpretacién de los resultados.

Obtencion de
adultos

7 Resultados

En la Tabla 4 podemos observar los datos arrojados por el software de SMART V2.0. al
evaluar a la cruza estandar. Se resalta en negritas y color rojo las condiciones probadas
en las cuales se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia
de las manchas respecto al control negativo, es decir que se obtuvo una respuesta
positiva de genotoxicidad. En este caso, observamos que las concentraciones (2.5, 5, y
10% de Clomazone) utilizadas para evaluar el extracto de raiz de C. pepo dieron
resultados positivos. Esto se ve reflejado en las manchas pequefias de mwh, asi como

en el total de manchas registradas.
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Tabla 4: Frecuencia y niumero de manchas obtenidas del andlisis de alas de moscas expuestas al
tratamiento con extracto de calabacita en la cruza estandar. Se observan en rojo las diferencias
significativas; en negritas se resaltan las manchas presentes en el control positivo.

Resultados obtenidos en el ala de Drosophila melanogaster por el ensayo SMART. Cruza ST.
= Manchas
Concentracion y Nimero Ma'}ﬁ'_?i;ﬁ?ﬂ':nas grandes Manchas gemelas rgghaclhies Media por ciclos
compuesto de alas M=2.00 (=2 células) M=5.00 M=2.00 de division celular
) M=5.00 ’
dH=0
om0 ey | 60 0.27 0.05 0.02 0.33 1.58
Mitomicina C
[0.15mM] 6 45.50 + 18.17 + 417 + 67.83 + 214
Control positivo
Extracto de raiz + ;
vt e ey | 60 0.78 + 0.00 - 0.03 | 0.82 + 1.39
Extracto de raiz + H ;
ractodersiz s | 59 0.90 + 0.05i 0.05 | 1.00 + 1.69
Extracto de raiz + H ;
o e o | 59 0.80 + 0.05i 0.02 | 0.86 + 1.49
Diagnédstico estadistico segun Frei & Wiiergler (1988) Dénde +=positivo, - = negativo, w=positive débil, i=inconcluyente,
m= factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad a=0.05

En la Tabla 5 podemos observar los datos arrojados por el software de SMART V2.0. al

evaluar a la cruza de alta bioactivacion. Se resalta en negritas y color rojo las condiciones

probadas en las cuales se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la

frecuencia de las manchas respecto al control negativo, la comparacién contra el control

demuestra diferencia significativa respecto al control en la concentracion 10%.

Tabla 5. Frecuencia y nimero de manchas obtenidas del analisis de alas de moscas expuestas al
compuesto con extracto de raiz de calabacita en la cruza de alta bioactivacion. Se observan en rojo las
diferencias significativas; en negritas se resaltan las manchas presentes en el control positivo.

Resultados obtenidos en el ala de Drosophila melanogaster por el ensayo SMART. Cruza HB.

m= factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad o=0.05

o Manch
Concentracion y Numero Ma'}q’h; i;ﬁllqause}nas g?;:d:ss Manchas gemelas Jgﬁﬂghies Media por ciclos
compuesto de alas _M=2.DI] l:}iq[i?l;ll{?s} M=>5.00 M=2.00 de division celular
(Contra venativoy | 60 0.30 0.02 0.00 0.32 1.32
Mitomicina C
[0.15mM] 6 97.50 + 22.00 + 3.83 + 83.33 + 2.02
Control positivo
o p ey | 60 0.33i 0.05i 0.00i 0.38 1.57
e s | 60 0.35i 0.08i 0.00i 043 1.81
o e oy | 40 0.62 + 0.08i 0.03 | 0.73 + 1.89
Diagnostico estadistico segun Frei & Wiiergler (1988) Donde +=positivo, - = negativo, w=positivo débil, i=inconcluyente,
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En las Figuras 10 y 11 se observa el nimero de manchas registradas para ambas cruzas
realizadas teniendo en cuenta su frecuencia, tamafio y tipo por cada condicién evaluada
para las cruzas. Segun los resultados obtenidos, las manchas mas abundantes fueron
las manchas pequefas en la cruza estandar (de 1 a 2 células) en las tres condiciones
evaluadas con los extractos de raiz de C. pepo germinadas en Clomazone en la cruza
estandar (FIG. 10).

Distribucion del tamaiio de las obtenidas por los extractos de raiz de calabacita
tratados con Clomazone (2,5, 5 y 10%) en cruza estandar.

450
400

350
Ay
300 ' ’ Mitomicina-C (Control Positivo)

250
V- 4 y 4
200
A A

150
100

Manchas Manchas Manchas Manchas totales
pequeiias grandes gemelas

dH20 (Control Negativo)

Extracto de raiz + Clomazone (10%)

Namero de manchas

Extracto de Raiz + Clomazone [5%)
50

Extracto de raiz + Clomazone (2.5%)

Nimero de manchas

Figura 10. Gréfica de distribucién del tamafio de manchas registradas del analisis de las alas por cada
condicién probada de los extractos de calabacita germinada en Clomazone (concentraciones [2.5, 5y 10%])
en la Cruza ST.

Por otro lado, para la cruza de alta bioactivacion (FIG. 11) se observa presencia de
manchas principalmente pequefas (1 a 2 células) sin presencia de manchas grandes ni
gemelas, en las tres condiciones evaluadas con los extractos de raiz de C. pepo
germinadas en Clomazone, sin embargo, no se aprecia una diferencia entre las manchas

control y las obtenidas del tratamiento.
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Distribucion del tamaiio de las obtenidas por los extractos de raiz de calabacita

500
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100

50

Mamero de manchas

tratados con Clomazone (2,5, 5 y 10%) en cruza de alta bioactivacion.

A Mitomicina-C (Control Positivo)
4 Vo 4 Vo 4 W 1120 (Control Negativo)
A

- y 4 - Extracto de raiz + Clomazone (10%)
- A y 4 - Extracto de Raiz + Clomazone (5%)

’ Extracto de raiz + Clomazone (2.3%)

Manchas Manchas Manchas Manchas totales
pequeiias grandes gemelas

Numero de manchas

Figura 11. Gréfica de distribucién del tamafio de manchas registradas del andlisis de las alas por
cada condicién probada de los extractos de calabacita germinada en Clomazone (concentraciones
[2.5, 5y 10%]) en la Cruza HB.

8 Discusion

En México, el Clomazone esta autorizado para su aplicacién en una amplia variedad de

cultivos, incluyendo algodén, arroz, calabacita, calabaza, cafia de azucar, chayote, chile,

melén, pepino, sandia, soya y tabaco (Cofepris, 2013). Las dosis recomendadas pueden

variar entre 480 y 960 g de ingrediente activo por hectarea, dependiendo de factores

como el tipo de cultivo, la textura del suelo y el contenido de materia organica (INIFAP,

2010). Esta flexibilidad en la dosificacién permite adaptar el tratamiento a las condiciones

especificas de cada campo. Las variedades de calabacita presentan una tolerancia

variable al Clomazone y, algunas muestran efectos transitorios como blanqueamiento

foliar y retraso del crecimiento (Grey y colaboradores, 2000, Figueroa y Kogan, 2005).
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En este estudio, se evaluo el potencial genotoxico de los extractos de raices de Cucurbita
pepo tratados con diferentes concentraciones de Clomazone mediante el ensayo SMART
en Drosophila melanogaster. Estudios previos en Salmonella typhimurium y Escherichia
coli, utilizando la prueba de Ames, no reportaron mutagenicidad para este herbicida
(EPA, 1988) se sugiere que el Clomazone podria inducir dafio genético a través de
mecanismos que no son detectados por la prueba de Ames, que la produccion de
mutagénesis puede presentarse o no dependiendo de la especie del organismo en el
gue se organismo observe o que diferentes especies presentan diferentes grados de
susceptibilidad al compuesto.

Los resultados en obtenidos en la cruza ST, indican aumentos significativos
principalmente en manchas pequefas y totales, sin presencia de manchas gemelas. El
efecto genotdoxico puede estar relacionado con los resultados positivos obtenidos
respecto a la genotoxicidad del Clomazone, sin evidencia de actividad recombinogénica
(Castafieda-Sortibran y colaboradores, 2019).

Por otro lado, en los resultados obtenidos de la cruza HB se observa una diferencia
significativa respecto al control en la concentracion del 10%, sin embargo, al comparar
los resultados de las cruzas ST y HB no presentan diferencias significativas en la
mutagénesis de ambas, por lo que no se considera promutagénica esta concentracion.
Respecto a la diferencia entre cruzas podemos comentar que el sistema del citocromo
P450 es especialmente relevante en la bioactivacibn de xenobiéticos, como el
Clomazone. Las isoenzimas del citocromo P450 pueden catalizar reacciones de
oxidacién, reduccién e hidrdlisis, transformando el compuesto original en metabolitos
mas reactivos o bien a concentraciones bajas de Clomazone hacerlo méas soluble para
eliminarlo del cuerpo de la mosca por lo que no veriamos los efectos genotoxicos del
mismo (Lu y colaboradores, 2021). Lo cual concuerda con la inexistencia de diferencias
significativas en la cruza de alta bioactivacion dado que el Clomazone se elimina con

gran rapidez de las moscas.
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9 Conclusion

e Los extractos de raiz de calabacita germinados en Clomazone (en las concentraciones
2.5, 5y 10%) mostraron un efecto genotoxico gracias al ensayo SMART in vivo en el
ala de Drosophila melanogaster de las cepas utilizadas, independientemente de la

concentracion.

e La ausencia de manchas gemelas sugiere que el efecto genotoxico del Clomazone
metabolizado, al igual que por via directa, no se asocia a actividad recombinogénica.

e La aparicion exclusiva de manchas pequefias indica que el efecto genotdxico ocurre
en etapas diferentes del desarrollo, especificamente, a partir del tercer estadio larvario

hasta la adultez.

e En la cruza de alta bioactivacibn no se observaron diferencias significativas al
compararlas manchas con las de la cruza estandar y el control. Esto sugiere que el
extracto de calabacita germinada en las tres concentraciones de Clomazone, carece

de propiedades promutagénicas.

e El efecto genotdxico que se observa en el extracto de raiz de C. pepo tratado con
Clomazone actia de forma directa, ya que se observd en las tres concentraciones

tratadas en la cruza estandar y se encontraron diferencias significativas al control.
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