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RESUMIEN

Metribuzina v ametrina son herbicidas muy cemunes v ampliamente utthizados en la agricultura
mexicana Sin embarge, hay poca informacion sobre su toxicidad y mutagenicidad en humanos,
animales y plantas Por lo tanto, en el presenie estudio se evaluaron los efecios de estos herbicidas
cuando fueron aphicados directamente a los menstemos apicales de ta iz de Vicia faba v en ¢llos se
registro la mduceidn de intercambios de croméandas hermanas (ICH) v tamibién cuando se agregaron al
cultivo de linfocitos humanos usando Iz misma prueba (ICH) Ademis se venfico la cinética de
proliferacion linfociignia (CPL), a través del indice de replicacién (IR) v el efecto citotoxico de estos
herbicidas mediante el indice mutotico {IM) con vy sin la activacion metabdlica

Por lo anterior puede notarse que el estudio estuvo dividido en 3 etapas, en la prnimera se
aplicaron en forma directa concentraciones a partir de 03 mg/L. hasta 1000 mg/L de cada uno de los
herbicidas sobre cultivos de linfocitos humanos, en la segunda se utilizaron concentraciones de cada
kerbicida a partir de 750 mg/L haste 490 g/l empleando el metabolismo de Vicia fuba

A los extractos de esta planta se les determind la cantidad de proteinas y fueron aplhicados a
cultivos de hinfocitos v en la tercera fase se usaron concentraciones altas de los herbicidas direciamente
sobre las células menstematicas apicales de las ralces de Vicie fuba y en ellas se evalud e} dafio
genotoxico por el analisis de los ICH

Tanto en fz primers fase como en la segunda se determnd los indices mitdiico y de replicacidn
solo de los linfocitos en cultive. En los tratamientos de diversas conceniraciones de ametnna y
metribuzina aphicadas direcramente al cultivo de hinfocrtos se observd que ninguno ncremento ia
frecuencia de ICH. con ametrma. se notd que a partir de & 3 mg/L. se provoed la inhibicion del ciclo
celular y con metnbuzing en | 5 mg/L. stendo por 1o tanto més toxico este Glumo

Tanto con el testizo nesativo como con el posttivo (etanol) los valores obtemdos estuvieron

dentro de los esperados
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Estos herbicidas tienen un comportanmente "promutagénico” es decir que requieren ser
activades metabdhicamente por el sistema enziméatico S10 de Vicie feba para vrovecar dafio
mutagénico Los metabolitos de estes herbicidas contenidos en los extracios de 1as raices de Vicia faba
somendas durente 4 horas a concentraciones distivtas de cada une de los herbicidas si sumentaron
sigmficativamente el ICH pere trenen un comportamiento asintdtico

Al determinar las concentraciones de proteina conterndes = dichos extracios, se noté que los
valores no difieren significativamente dei testigo, a8 como tampoco de los de etanol, en ambos casos

Los resuliados sobre la activacidn metabdlica que ejerce Vicia sobre estos herbicidas
mostraron que 1o hay estimulo sobre el ICH a concentraciones bajas |

£ partir de los resultados, se concluye que estas triazimas fueron capaces de provocar efectos
cliotoxicos cuando hubo exposicién diecta a los cultivos de los linfocitos La metribuzina en |
exposicion directa a bajas conceniraciones es mds citotoxica que la ametrina, notandose en la
disminucitn de células de tercera divisidn v del IM al aumentar la concentracion

En la activacion de estos herbncidas por Ficwe juba se sugiere la participacion de la
homoglutationa y el compuesto 2-hidroxiametrina en el efecto clotdxice sobre et ICH, 12 CPL, e R v
el IM de los culiivos. Se observe, que ias diferentes concentraciones de los herbicidas expuestos a la
activaeidn m vivo, éstos provocaron la disminucidn de células de primera divisidn y el aumento de
céiulas de tercera division, ademads de una descense del IM en los linfocitos culirvados

Se establecid una correlacion positiva enire la concentracién del herbicida v la produccién de

ICH en las células mernstematicas de View faba



ABSTRACT

Metribuzin and amefrine are herbicides of broad and commen use i mexican agriculiure
However, there s scarse information on thewr toxicity and mutagenicity in human, animals. Therefore,
in the present study the effects of these herbicides wers evaluated when these were applied directly io
Victa faba root tip meristerns on the induction of sister chromatid exchange (SCE) and in human
lymphocytes culture using SCE analysis, the lymphocyte proliferation kinetics (LPK), through the
replication ndex (RI) and on the effect cytotoxic of these herbicides by means of mitotic index (MI)
with and withouth metabelic activation

This study was divided in three steps in the first concentrations from 0.3 mg/L up to 1060 me/i.
of each one of the herbicides were applied directly on human Ivmphocyte cultures, the second, the root
menstem of Vicia faba were exposed to concentrations from 750 mg/L up to 490 g/L of each herbicide
then the extracts of this plant were obtained and the quantified 1ts protein concentration and were
applied t© lymphocyie cultures and m the third, the herbicides were appiied 1n high concentrations
directly to Vi faba toot tp meristems to evaluate the increase of SCE. In the first step as well as 11
the second, SCE, MI and RI were evaluated In the treatment in which several concentrations of the
herbrcides were applied directly to lymphocyies cultures, the two herbicides did not increase the
frequency of SCE Ametrme caused cellular inhibition since 6.5 mg/L. and with metribuzin since 1 5
mg/L. Therefore, 1s more toxic this last one

With the nsgative control and the ethanol (positive control), the obiained values were those
especied,

The activity of these herbicides was "promutagenic” that is fo say that they require 1o be

iransforme n mutagen through metabolic activation by Vicra fuba in vivo. The extracts of the roots

(953
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treated for 4 h with several concentrations of each one of the herbicides were applhied to lymphocyte

cultures and although the SCE frequencies increased significamly its behaviour was asympiotic

Tha

he values of protein concenirations contamed 1 the extracts, did not differ significantly to
negative conirel, and neither {o the positive control (ethanc))

The resuls of Vicia fuba metabolism to biotransform low concentrations of these herbicides
showed that they had no affect on the SCE in cultured human lymphocytes neither Vicia faba toot tip
meristems

The resulis suggest that these tnazines were able to cause cytoioxic effects but in higher level
when these herbicides were applied directly to human lymphocyies Low concentrations of metribuzin
in direct treatments were more cytotoxic than ametrine, because the cells of third division and the MI
decresed when concenirations increased

In the metabolic activation (in vive plant activation) of these herbicides suggested the
participation of the homoglutatione and the compound 2- hidroxyametrine in the citotoxic effects on
SCE, the LPK, RI and MI. It was observed thai several concenirations of the herbicides with the plant
activation caused the decrease of cell of first division and the 1ncrease of the frequency of cells of third
division, besides the decrease of the MI on human pertpheral blood lymphocytes culture.

A posiiive correlation setfled down between the concentration of the herbicide and the

production of SCE in Vierw fuba toot tip meristems
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INTRODUCCION

Las plantas deniro de la cadena trofics tienen el papel de niciar el flyo de energia que
aportard a los demas organismos compuestos orgénicos, oxigeno y el mantenimiento del agua
er: la biosfers (Higash: 1988)

La bicmasa vegetal giobal es aproximadamente 8.3 X 10° kslogramo de peso seco, un
vaior que Tepresenia mas del 90 % de la masa total de la biota mundial. De este porcentaje et
30 % aproximadamente es de tierras cultivadas por el hombre que cada dia van ganando mas
terTeno a ta vegetacion silvestre (Plewa v Wagner 1993).

Gracias al mejoramiento genético de plantas, a los sistemas de siembra v al avance en
tecrologia agricola se ha logrado un aumento en la produccién de cultives en las uliimas
décadas. Dentro de las cnicas agricolas que han logrado ef incremento de la productividad
de vegetales de importancia econdmica se pueden mencionar el manejo de malezas, el
control de mnsectos y de las enfermedades por ¢! uso de compuestos quimicos ademds de la
mecamzacion para elevar el aporte de agua v de nitrogeno v la optimizacion de la densidad
de planacion

El tratamiento por herbicidas es una parte de la agricultura moderna que aporta
beneficios al reducir la competencia con las malas hierbas, por el agus, ia tuz v los
nuirimenios. Los herbicidas son comercialmenie exitosos por poseer una actividad bioldgica
potente contra un espectro amplio de malezas y al misme tlempo por no provocar toxicidad en
108 culiives comerciales, en los mamiferos v en los inveriebracdos; sus ressducs en suele sen

poces y su transformacion es rapida (Bran 1979)



Varias clases de herbicidas entre elias las tnazinas son disefadas exclusivamente para
combatir las malezas sin causar dafic a los cultivos Ssta selectividad resuliz de la
desintoxicacién metabdlica del herbieida por la planta cultivada pero no por la maleza En
otros casos, la selectividad del herbicida se da por su aislamiento o captura dentro de un
comparumienio mierno de la planta cuitivada que las malezas no poseen o es poce funcional.
Altemativamente, barreras externas como la cutfcula vegetal pueden prevenir 1z penetracion
dei herbicida (Lanfranconi er af. 1993, Smeda ef o/, 19933,

Actuslmente se conoce que algunos agentes quimscos de uso agricola provocan
directamente efectos sobre el DNA vy que otros para causar esie dafio requueren ser activados
metabolicamente por sistemas enziméaticos que poseen los animales y las plantas. A estos

agentes quimicos se les conoce como "promutigenos” o "mutdgenos ndirectos” (Plewa 1978,

Gentle er @l.1982, 1986, Plews y Gentile 1982, Plews ¢/ al. 1984, Gémez-Amoyo ef ol

En ef aspecio de genotoxicidad se han establecido pruebas citogenéticas rapidas y
sensibles para defectar mutdgenos y carcindgenos ambientales, tales como 1nfercambios de
cromafdas hermanas (ICH), la cinética de prohferacién Linfocitara {CPL) v los indices
mitucos (IM} v de replicacion (IR) (Latt 1973, 1974, Perry y Evans 1975, Kato 1977,
Gomez-Arroyo ef al. 1993, Calderén-Segura v Espinosa-Ramirez 1998)

En diferentes investigaciones realizadas w vivo e m vitro se ha demostiado que estos
agentes causan iranslocaciones cromosdmicas, cambios en el ADN o en la expresién genética
y alteraciones en los ciolos merdticos y mitdhicos de vegetales y anunales Algunos producen
efeclos teratogénicos, aumento de rompimientos cromatidicos v cromosémicos, elevacion del
miercambio de cromatidas hermanas, alta 1ncidencia de micronGcleos v ofros tienen efecios

clastogénicos (Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrim 1995 Gomez-Arroyo ef el 1993)



El grupo de las triazinas destaca entre los herbioidas mas empleados por los

agricultores de los Estados Unidos de Aménca v Méxice (Bayer 1994, CIBA-GEIGY
MEXICANA 1996)

En la actuaiidad, la utilizacién de las tnazinas en lz orictica agricola hz side
coniraproducente, porque se han ido merementands los niveles de los COTpUEsiOos
xenobibticos en suelo, agua y atmosfera, o que representa problemas senos para la salud
humana y el ambiente de las plantas (Higashi 1988, Tkonen ef o/. 1988, Tu 1992, Junnila e
al. 1993, Porter e al. 1993, Brusick 1994, Davies ef ol 1994)

Los trabajos de nvestigacién con cierto tipo de herbicidas del grupo de las iriazmas
(atrazina, deisopropilatrazina, metribuzina, simazina, ctanazina y ciprazina) se han enfocado
en registros de persistencia de los metzbolios en el suelo, en la forma de afectar la
produciividad del cuitivo y en el nivel de toxicidad genética en humanos v otros organismos,
asi como también sobre sus efectos en el ambiente (Mumik v Nash 1977, Scorgie v Cooke
1979, Kulshrestha er al. 1982, Ghuazza er al. 1984, Roloffer al 1992 a v b, Venkatesh et ol
1992, Ademola ef al. 1993, Guigas ef al. 1993, Krugar er ol 1993, Porter er /. 1993, Smeda ef
al. 1993, Dunkelberg er al. 1994, Herelia et al 1994, Peterson er of, 1994, Loosli 1993,
Sathiakumar y Delzell 1997, Taets e af. 1998).

Kuroda er al. (1992) detectan niveles altos de diez pesticidas (uno de ellos es 1z
simazing) en el rio Yodo en Osaka, Japdn, cuye agua es uiilizada como potable v abastiece a
rece millones de personas. Por lo gie estos 1nvestigadores se dan a la tarea de investigar la
toxicidad 1z viiro de cada uno de los pesticidas en células de criceto V79 v evaitian el indice

mrtdtico (IM) y el indice mitdtico secundario (I8)
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L1 IS es la tasa de metafzses en segunds divisidn para obssrvar intercambio de
cromandas hermanas. El IM y el IS de cada pesticide son muy similares y no impiden la
divisidn celular Ningunc de los compuestos quimicos induce mas de las |5 veces de
inlercambio de cromatidas hermanas que el testigo.

En sus conclusiones determinan que les dosis pequeiias de clometoxifen y simazina
afectan sigmficativamente ia frecuencia de los intercambios de crométidas hermanas en
células V79

Roloff er al. (1992 b) esiablecen que la cianazing y el metolaclore son clasiogémcos
en células humanas a 1 ug /ml, observando que esta concentracion no es téxica POTguUe no
hay disminucién en el indice mitético v que es posible que estos herbicidas puedan ser
CarcInogeénicos.

Venkatesh e al. (1992) detectan gue microsomas de la piel del raitn metabolizan
altazing, simazina v terbutrina, con ectividad de 2 a 5 % con respecto a los microsomas de
higado.

Krugar ef al. (1993} encuentran que los productos de la degradacién en suelo de le
(*'Cy atrazina vy (%0 deisopropilatrazina fueron detifatrazina v didealguilatrazing,
respectivamente. La deisopropilairazina fue més suscepitble 2 la muneralizacion que la
atrazina que dismimuye con el aumento de la profundidad del suelo.

Brusick (1994) observa que la atrazina en un rango amplio de prucbas genéticas ha
aportado resultados predominantemente negativos. Este mvestigador compara y evaltia dos
métodes para fograr la clasificacidn del cempueste, estableciendo que la atrazina no 1mplica
1iesge gendtico para el hombre en condiciones generales de uso, pero los efectos mutagénicos

de la airazina en plantas y eucariotos inferiores pueden considerarse como un riesgo potencial



LI LT W T T T L ) T e e Wl L1 TR LT TP RO T i L YR ™ 0 o T oL T T IO T X —

pars oiros ammzles s decir, que no se le ha ammbudo a la atrazina riesge genciéxico o
carcirogeno pata humanos, sin embargo s¢ ha descrito que al ser transtormada por el
metabolismo iegetal, se activa y provoca efecto mutagénico en diversos sislemas de prueba
(Plewwa er wf 1988)

Smeda ef al. (1993) identifice una mutacién del gen psbd en célules de papa
selecaonadas para resistencia a la atvazina En células senmibles se detecta una proteina con
M-r de 32 00C en la membrana de los ulacoides, la cual no estd presente en las células
resistentes stz proteina es una quinona secundana aceptora del fotosistema i (Q-B) La
resisiencia a la atrazina en ¢élulas seleccionadas es amiburda a una mutacién de la serina a
treonina en ef codon 264 del gen psb4 que codifica a la proteina Q-B

Meisner e af (1993) observan en cultivos de lmfocitos humanos expuestos a
concentraciones de N-mitrosoatrazina (NNAT) por debaje de 0 0001 pg'm] unz elevacion
significativa de rompimuenios cromesomicos asi cemo tambien el aumento del indice
mutguce En contraste, se requieren concentraciones grandes de mitratos, mintos v atrazma
para producir dafio cromosomice v en cstos casos donde el indice mutdtico es afectado, se
nota que dismiuse

La admimistracion simultanea de niinios o mitrafos con aitarima causan menos dafio
cromosomico gue las concentraciones bajas de NNAT sin afectar e indice mutdtico,
dustrando que .2 conversién metabdhica de los contarmnantes con genctoxicidad minima
puzce dar origen a compuestos iles como NNAT que son atn mas genotdxicos

Herciia ef o (1994) reportan que la cianazina aphcada en médula 6sea de ralas v
hafocitos peruéncos humanos no provoca iniercambio de crométdas hermanas

aberraciones CreMmosomIcas



o exisien efectos sigmficativos de la atrazina con

sin activacion mucresomuca (893 m viro en la mduccion de intercambio de cromatdas
hermanas en hinfocitos humanos, pero presenta citotoxicidad evidenciada por el descenso de
ia proliferacién celular entre 25 v 200 ug/mi de concentracién de lz atrazing en cultivo de
linfocitos humanos

TOXICIDAD DE METRIBUZINA ¥ AMETRINA

Peterson et af (1994) evaltan la fitotorscidad de 23 diferenies pestcidas (donde se
wcluyen 5 tnazinas) en 9 especies de algas, | especie de cianobactenias y una planta acuética
vascular con el fin de proveer un margen aceptable de seguridad para detectar el nesgo
presentado por estos productos quimicos en ambierntes acuaicos

Los 5 herbicidas del grupo de las tnazinas (atrazina, cianazina, hexazinona.
melnbuzina y simazina) bloguean ios mecanismos de adquisicion de carbon de todas las
algas y de la cianobacieria por mas del 50 % e inhiben el crecimiento de Lemna mmor,
siende asi clasificados como altamente fitotéxicos

Heindel ¢ al. {1994 valoran el efecto de a mezcla de pesticidas fertihzantes sobre el
desarrollo v fa reproduccion del ratén swmzo CD-1, con base en concentraciones encontradas
en aguas subterraneas contaminadas de Califormia {CAL) v de fowa {IOWA)

En las dos concentraciones probadas se detectan atrazina. simazna, ¢lanazing v
metrbuzing junto con otros pesticidas mas clorure de amonio No encuentran efectos
relacionades con la fertilidad o la reproduccion de les generaciones Fi, v F de los ratones
expuestos a [os tratamientos aumentando su conceniragion 100 voces mas a la descrite en las
aguas subierrdneas Similarmente, observan normahdad er la cspermatogénesis, la

concentracion de esperma eprdidimico. la movilidad del esperma, el porcentaje de esperma y
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la histologia testicular v epididimuca o & estudio del desarroilo, ias hembras expuestas a
CAL 6 IOWA no muestran sefiales de tovicidad relacronadas con los tratamrentos Ningin
efecto adverse de CAL 6 TOW A es observado para toxicidad embrionana’ fetal, imcluyendo el
namero de camada, tamano de Ia cria o el peso del cuerpo fetal Las concentraciones
encontradas en CAL y IOWA no causan incremenio en [a incidencia de malformaciones
fetales o variaciones Por lo tanto, la admimsiracion de esta mezela de pesticidas/fertihizantes
en nrveles 100 veces mayores que la concentracion media  en aguas subterrdneas en
Cahfornia v Jowa no provocan dafios detectables en la repreduccion de ratones o de toxicidad
en el desarrollo de ratas
METABOLISMG DE LAS TRIAZINAS

Dado el impacto ambiental potencial que tenen los residuos de los compuestos
xenobidticos y su parlicipacion en ias vias metabolicas de la célula vegetal, los investgadores
en joxicologia ambiental han comenzado a darles mayor importancia

Se sabe que las células vegetales metabolizan algunos de los compuestos xencbidticos,
camo una manera de desintoxicacion v'o de inmovilizacién de los melabolitos Aunque ne se
Aha conlirmado esta aseveracion, s& menciona que este procese broauimico es una respuesta de
las plantas para su proteccion {Sandermann 1988, Ducruet er al. 1993)

Los vegetales metabolizan los compuestos xenobidtices por alguna de estas vias
oxidacidn, tfransformacion y conjugacion, almacenando los producios t0xicos en sus tendos
Esty representa un niesge potencial para la salud humana v ammal va que muchos de éstos

son consum.dos {Higashr 1988)



Las propiedades mutagentcas de los compuestos xenobidticos v sus metabolitos, estén

£l

srendo estudiadas ya que vanos agentes quimicos carcindgencs son tambien mutdgenos A
chferencia de la actividad carcinogénica, la mutagénica puede ser determinada fac:imente
medianic una amplia gama de sistemas de ensayo como son microbianos, mamiferos v
vegetales (Plewa er o 1988, Sandermann 1988, Plewa y Wagner 16931

A pesar de que existen gran cantidad de estudics para entender el metabolismo de
numerosos herbicidas, en ¢l grupo de las mazinas, principalmente atrazina vy Simazina, se han
podide caractenzar las vias de accion metabdica en diferentes plantas pero ne en ammales
Sin embarge. se ha descrito la transformacién de los herbicidas ametnna y metribuzina 3
de algunos owos miembros de eswe grupo por el metabehismo de las plantas v alguncs
ammales (Ashion vy Bayer 1979, Navlor 1979}

Los herbicidas de nazivas son poderosos mhitidores de la fotosintesis Al parecer. su
selectividad depende, en parte. de la capacidad de las plantas tolerantes para mactivar ia
mazina en cantidades mas grandes gue las planias sensicies

iro factor de la selectividad cs fa canudad que llega 2 la planta Los estudios
mciales sobre el metabohsme  de las  clorotnazimas sugieren que un metabolio es el
denvado hidroxilo mactiso Se sabe que las plantas de matz convierten las clorotnazimas al
derivado hidroxilo En esta reaccion figura como mediador un constitutivg del maiz, a saber.
2 4-cimdroxi-8-metoni-1 4-benzoxazina-3-oma Esta misma  via membélica ha  sico
demosirada en otras plantas Ln mucroorganismos hay olros mecansmos de degradacion, que

incluye la desalquilacion a clomoinazinas (Rodriguer de la Torre 1990)




afectadas por atrazina y simazina. Lg falta de sensibilidad probablemente resufta de la

capacidad para neutralizar ¢ metabolizar estos compuestos. Los herbicidas s-inazinas
son rapdamente absorbidos v translocados por toda la planta Aunque no son eliminados por
secrecion pueden ser compietamente oxidados a2 OOy & incorporades en uno o mas residuos.
La degradacin puede realizarse por tudrolisis, Nedesalquilacion v conmpugacién peptidica
(Hatzios v Penner 1982, Kulshrestha ef ol 1982, Hatzios 1588)

E! prnimer mecanismo de desintoxicacién potencial de atrazing y simazina fue una
rezccion de desclorinizacién no enzimdatice acompafiada por una sustitucion de un grupe
hidroxilo en la posicidn 2. Tante los extractos de raices como de yemas de Zee contienen
compuestos para llevar a cabo Ia hidroxdacion de atrazine v de simazina El compuesto
activo es aisiado e identificado como 2.4-dikidroxi-8-metoxi-1,4-henzoxazina-3-ona.

Se he observade que la hidrowslecidn ccurre predominantemente en la rafz. La
habilidad parz hidroxilar Z-cloro-s-irlazinas no siempre asegura la resistencia a esios
herbicidas por las plantas, esto sugiere la idea de que existe ofra ruta de desintoxicacion Esta
pucde ser a través de la produccidn de conjugados peptidicos {Fig, 4)

La simazina forma estos producios quimicos en las yemas de maiz y de sorgo Solo
una enzima mvolucrada en la produccién del conjugade ha sido punificada y caractenizada sin
descartar la participacion de ofras que adn no han sido identificadas Esta es la glutationa-S-
iransferasa que trene un pesc molecuiar de 40,000 v se ha enconirado en hojas de maiz, cafia

de azicar y sorgo (Means er al. 1988, Hatzios v Penner [982. Kulshrestha er ol 1982)
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Se ha determimado que las atrazinas v las simazinas son absorbadas 1gualmente por ja
raiz, pero hay diferencias en la velocidad con la cual son metabohizadas E! 70 % de las
atrazinas y ¢l 30 % de las simazinas absorbidas y translocadas a las yemas son transformadas
en tas primeras 24 horas Los metabolitos formados son denvados hidroxilos con menor
cantidad de conjugados peptidicos La hidroxilacién de los dos herbic:das ocurre en la misma
proporeién, aungue en la cafta sifvestre se forman rdpidamente los comugados peptidicos por
las atrazinas mas que las simazinas (Hatzios v Penner 1982, Kulshrestha er o/, 1982, Hatzios
1988)

La ruta metabdhica de la atrazma en la raiz de sorgo ocwrre de la forma siguiente:
atrazina —» S-(4-etilammo-6-1sopropilamino-s-triazinil-2) glutattona —4 v —glutamil-S-(4-
etlamino-6-1sopropilamine-s-triazimi-2)eisteina . S~{4-etilammo-6-isopropil-s-triazinil-
2jcisteina ——p N-{(4-etilamino-6-isopropilamino-s-inaznil-2)oisiema o N-4-giiiamino-6-
isopropilamino-s-inaziml-2} lantionina Ademss se ha ewvidenciado gue ja atrazina puede
metabolizarse por esta via sigwendo una N-desalquilacion Completada la N-desalquilacion
se produce 2-cloro-4.6-diammo-s-mazing  Algunas evidencias apovan que la complets
desaiquilacion de 2-hidroxi-s-tnazinas origina 2-hidroxi-4,6-diamino-s-triazina {(ammeiina)
(Naylor 1979)

Aizawa (1979) reporta una ruta metabdlica de sencor en alfalfa, fiyiol, cafia de azicar,
papa, tomate v algunas gramineas Ei atomo de azufre del grupo $-Me de sencor es algunas
veces oxidado a sulfona v finalmente ehiminado y sustttuide por un giupe hdroxilo Esie
metaolrto hidroxilado es equivalene a [a forma keto, 6 4-amino-6-t-butyl-1,2 4-tnazmil-3 5-

diona El grupo amino en la posicion 4 es ademds desechado de plantas v suelo (Fig. 3)



Se ndica también que los herbicidas del grupo de las triazinas reducen 12 canudad

de glucosa, fructuosa y sacarosa en plantas, sin embargo, este s uno de los primeros efectos
de minbidores de la fotosintesis (Ashion v Bayer 1979)

Vanos de los metabolitos de la transformaciom de las trazinas ne han side
caracterizados quinucamente, pero por la importancia toxicoldgica ambiental v su potencial
tdxico en la cadena alimenticia del hombre revels lz necesidad de su identificaeion (Tkonen ef
al. 1988, Kross erad 1992 v Arruer el 1997)

MIUTAGERCS DIRECTOS E INDIRECTOS ¥V SISTEMAS BIOINDICADORES

Algunas plantas pueden almacenar mutdgenos xenobidticos o convertir 1os dertvados
metabolicos no mutagénicos o promutdgenos a metabolitos mutagémicos La actividad
mutagénica de un xenobidtico requiere una activacion previa

En plantas este fenomenc se estudia en dos miveles [) el metabolito vegetal
xenobidtico puede causar dafie en {a misma planta y If) los metabolitos muiagénicos pueden
ser comjugados v aimacenados en ia planta hasta ser hberados, pudiendo llegarse a activar al
ser consumida por los ammales o el hombre Esta situacitn. en particular, puede ocurnr
después de la aplicacion de pesticidas a plamias comestibles Las enzimas microsémicas, las
peroxidasas v ios compuestos exigenados activos parecen ser los vehiculos broquimicos
mayores para fa activacion en vegetales

Las reacciones oxidames superficialmente s¢ asemejan 2 la oxidacion de un electron
catalizado  por sistemas de citocromo P-450 de mamiferos como a la prosiagiandima H
Siteiasa  Asimismo. apareniemente la bioguimica vegetal pera la activacion mufagénica
puede ser relacionada a reacciones de defensa de los vegetales a condiciones de estrés

{Sandermann 1988, Mazury Faleo 1989
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En los tiempos actuales, los organismos estan expucstos a gran cantidad de agentes

quimicos y fisicos que potencialmente, pueden mteractuar con su DNA celular v product:
mutaciones, es decir, camhios estructurales o numéncos en esta molécula 51 dichas
alteraciones se producen en céluias gerrmnales existe la posibhdad de que la descendencia de
los :ndividuos afectados mamifiesten anomalias hereditanas Por otro lado, st las células
afectadas son las sornaticas es probable que las personas direciamente expuestas desarrollen
algiin céncer (Sathizkumar y Delzell 1997).

Con el fin de detectar los efectos genotdxicos provocados por la gran vanedad de
mutdgencs fanto fisicos como quimicos presenies en ei ambiente y evaluar ¢l nesgo que
representan para la salud del hombre se han desarrollado diversos sistemas de prueba como
los que se emplearon en este estudto, células meristematicas de Viera faba v hinfocitos de
sangre periférica humana. en esie uliimo se fiene la veotaja de obiener poblacionss numerosas
oot medio de mitégenos como la fichemagiutimna (Evans v O Riordan 1975, Jasinka o o
1977}

Las caracteristicas de ¥icia fuba come biomonitor estan basadas en su sensibingac a
prucbas con tratarmentos cortos v 1os resultades obtemdos son comparables con tos de otros
laboratortos Como  s.stema de andlisis es econdmuco v faciimente manejable, por lo gue no
requiere equipe sofisucade Para ia deteccidn dei dafio cromoesémico, Vicie es un materaal
experimental 1deal. porque tiene pocos cromosomas y son grandes {2r=12) El complemento
LTOMOSHINICO CONSiSe de cined pares de Cromosomas subacrotentyicos que son siamilares on
tamafio v un par de cromosomas metacértricos con satdhtes grandes El ciclo celular es corta

19 3 horas a 19 'C en 21 cual el nerfodo presintetico (G dura 4 9 horas, la sintesis del [\ a



{5} su. iempo transcurre en 7 5 horas, ia etapa posisintetica (G;) abarca 4 9 horas v la mitosis
en 2 horas (Evans y Scott 1964) Las puntas de las raices de Vicie tienen una proporcion alta
de células en diferente estados de mitosis Por todas estas razenes, resulta muy 0t como
sisterne de prugba expenmental, gque offece excelentes resuliados, especialmente en
aberraciones cromoesomicas ¢ intercambio de cromatidas hermanas (Gomez-Arroyo v
Villatobos-Pietrim 1995;.

CRITERIOS GENETICOS

Intercambio de cromdtidas hermanas (TCH)

El intercambio de crométidas hermanas (ICH) ha resultado ser una prueba répida v
sensible, puestc que se induce con concentraciones hasta diez veces menorss que las
requerntdas para producir aberraciones cromosémicas (Wolft 1974, 19823 v aporta un método
adecuado para la detecoidn de los mutdgenos ambieniales (Perry v Evans 1975, Zhurkov v
Yakovenke 1976)

A pesar de que los expertmentos de autorradiografia de Kato (1974, 1977) indican gue
los mutdgenos inducen ICH, nc es sime hasta la inwoduccion de la téenica con 5-
Bromodesoxiuridina (3-BrdU) descrita por Latt +1973). cuando los ICH son considerados
como indicadores del polencial mutagénico y carcinogénico

Actualmente existen evidencias de que para muchos agentes quimicos. el andhsis de
los ICH proporcionan €l indice mas sensible en la deteceion del dafio genetico, debido 2 que

se fan encontrado correlaciones entre la frecuenea ce ICH v 12 concentracidn del mutageno
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or esta razon s¢ han disefiado protocolos de invesngacion que relacionan el uso de
activadores metabdiicos (plantas, ammales microorgamsmos)  con los  ICH  de
poblaciones vegetales y humanas expuestas a mutdgenos potenciales como pueden ser los
herbicidas del grupe de Jas trazinas

Es imporiante mencionar que no se conoce el significado biologies de los ICH, pero &t
hecho de que se hayan observado en las céluias de todos los organismos estudiados, sugieren
que estos son un fendmeno comin v fundamental en las célufas {Tice v Hollander 1984) Por
otro lado, €s posible que el fenomeno de los ICH sea ia consecuencia de un proceso que
permiie a la céhula dividirse. atn en presencia de lestones en su DNA, de ser asi puede existir
alguna correlacion entre el fendmeno v la mutacion (Carrane v Thompson 1982), dado que las
lestones persistentes aurnentaran la probabihidad de la mutacién en el DNA
Cindtica de profiferacion linjfocitaria e indice midtdtico

El proceso de ta actividad celular, por ser un evento genético donde la expresion o la
represién de los genes estmula su activacidn ¥ progresion, se ha tomade como un criteno
importante en ia evaluacidn genotoxica de los agentes quimicos (Sandermann 1988, Paganc ¢
al 16923y

Los resuitados sobre el efecto de algunos plaguieidas en estudios m siro v en

personas expuestas han  demostrado  retraso en el ciclo de prohferacion cetular

disminucion en ¢l indice mstético (Sobtr er of. 1982, Rupa e/ o/ 1991)

]
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El grupo de las tmaznas, especialmente las que inieresan en este estudio. son
clasificadas por la Organizacion Mundial de la Salud como las menos toxicas v que en
condiciones generales de usc las triazinas aparentemente no implican un nesgo para los
hurnanos {Ribas ef o/ 1998} Sin embarge, los miveles de los compuestos xenolndnicos de este
grupo se acumulan en los tejidos de los vegetaies, por 10 tanto, representan un riesgo para la
salud del hombre (Plewa 1978, Higashi 1988, Tu 1992 Junpila ef @/ 1993, Davies ez af
1994)

Var1os autores han descrito una relacidn de la exposicion de ciertos fipos y mezclas de
tas triazinas que pueden provocar neoplasias Sin embargo, estos estudios no aportan
evidencias claras de que la atrazina v otras tnazinas son carcinegénicas (Plewa 1978, Higashi
1988, Rasguinha es ¢ 1988, Sandermann 1988. Veleminky v Gichner 1988, Sathiakumar v
Delzell 1997, Ma 1999, Waters er o/ 1999}

Son pocos los estudios genotoxices lievados a cabo sobre herbicidas pertenecientes al
grune de las tnazinas, donde se observan efecios directos ¥ usando su activacién melabdlica
por planias o antmales o7 viro (Lo ef of 1998 Roloff er of 1992 4, b, Ribas er af 1998)
Con respecto & membuzing y ametnina on este rubro de la vesugacidn  w# vive No se
encuentran reportes €1 {a fiteratura ciemifica

Por lo antenor. se justifica ia investigacion sistematica de estos agenies guimicos
sobre ia formacion y ¢l almacenamiento de mutagenos s promutdgenos en el meabolismo de
las plantas para uolizarlas como momitor v determunar ef dafio genético en hinfocttos humanos,
de este medo. en un futuro los resultados de estos estuchos contnibuiran en sugenr e control o

regular su empleo en las practicas agricolas
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SO €5088 razones, en esla investigacion s& evaius la capacitad de ius herbicidas

metribuzina  (Sencor) y ametnna (Gesapax) para provocar dafios a mivel cromosdmico
mediante el registro de miercambios de croméndas hermanas en las celutas menstematicas de
las raices de Tz fuba vy en c¢élulas de sangre penférica humana v su influcncia sobre la
ciméuca de proliferacion celular y el indice mutdtco de estas flumas Ademas, se determing
la capacidad de esic vegetal en la activacion de promutigenos z mutigenos medante su
metaboiismo, a través del efecto en la produccién de intercambros de cromatidas hermanas v
en el indice mitdtice y la cinéiica lmfocitana en el cultivo de sangre penférica humana, al
aplicarles extractos de ia planta que contenia los metabolitos

Objetives particulares

i Evaluar ¢l dafio genotdxico de los herbicidas metbuzina v ametrina & diferentes

7

concentractones en células menstematicas de Vicie  fuba, mediante el andlwis de o
intercambios de cromatidas hermanas

2 Determinar st la metnibuzina y la ameira son promutagenos a gavés del mebolismo
vegetal de las raices de Vierw fuba (activacion metabdlica i vive), utibizando core prucha del
efecto genético al intercambio de cromandas hermanas en cultivo de Iinfocites humanos

~ -

3 Anahzar los efecios de los dos herbicidas sobre la cménca de prolieracion celu

lar v ol
{ndice mitonico con v sin fa participacion de la activacion metabélica de 1 icia fube 12100

4 WValorar la conceniracion de proteina total por el método de Bradford, en los exiractos de las

arces de Fici fwhu tratadas con los dos herbicidas det grupo de las triazinas



31 los herbicidas metnbuzina y ametrina son promutagenos activados  por 1os
vegetales, entonces, los metabolios producidos induciran cambios en la frecuencia de los
mniereampios de cromaudas hermanas y alieraciones  en la ¢inética de proliferacion celular v
en el indice mitdtico en los linfocitos humanes en cultivo, previe transformacion metabdlica
por las ratces de Vicwa jaba en los tratamientos i vive y este msmo efeclo genotdxico se

evidenciaré en los cromosomas de las células meristeméticas de esta leguminasa.

b e
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CLASIFICACION ¥V CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LAS ATRAZINAS
Compuestos heterociclicos nitrogenados
Triazinas siméiricas

Las tnaznas censtituven un grupo importanie de herbicidas Cuando se realizan
diversas sustituciones en el nicleo de la triazina se producen compuestos con propiedades
quimicas v bioldgicas muy diferentes. Asi pues, esta clase de productos presenta un ampho
espectro de selectividad y actividades biologicas El nicleo fundamental de la triazina se
observa en la figura 1.

Junto con la estructura de la tnazina se encuentran algunos de los sustituyentes que se
han empleads para obtener materiales bioldgicamente activos

Sustituyentes v su posicion en el anille

2 4 5
Sumazina CL -etilamine -etilamino
Atrazinag CL -etilamino -isopropilamino
Propazina CL -1sopropitamine -isopropilamino
Prometona (OCH; -1sopropilamino -isopropilamino
Prometrina SCH: -1sopropiaming -isoproprlamine
Ametrina SCH; ctilamino -1SQPTODLATIING

Con base en el sustituvente gue ocupa la posicion dos, 1z simazina se clasifica como
una clerotnazina, la promeiona come Ung melovinazing v ia promcinna como una
meultotriazina o metlmercapioimazing {Smith 1988)

Las clorotriazinas son incoleras, ne expiosivas, no corrosivas v de barz toxiedad para

tos mamiferos Aunque Ias clorotniazinas son compuestos esiables, a temperaturas elevadas la

[]
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posicion dos puede hidrohizarse a ja correspondiente triazina hidrosustitnda en acido o base
(Bayer 1964,

La prometrona {2-metox1-4, 6-tis (1sopropilamino)-s-triazina), el analogo metox1 de la
propazina, es representanie de ias meioxitriazinas La prometona tiene una solubihidad en el
agua de 750 mgl (a 20 “C) y es muy soluble en muchos disolventes orgdnicos como
benceno, cloroforme, metanol v acetona Es una sustancia incolora, ncombustible, no
corrosiva y con valor pK de 4 3 La prometona se puede destiar con agua En soluciones
basicas o hgeramente aciduladas permancce estable y neutra A temperaturas elevadas y en
una base fuerte o un acido fuerte, el herhicida pronte se mdrolizz al compuesto droinactive
{Brian 1979

Las metoxitriazinas se preparan heciendo reaccionar con metanol la clorotriazina
adecuada, en presencia de un equivalente de base Los denvados mefox: difieren de los
derivados cloro porque uenen mayor solubiiidad en el agua, poseen selectividad diferente v
el follaje de ta pianta los absorbe mas faciimente (Ashton y Bayer 1979}

Las metimercapiotnazinas incluven la prometring v ia ametring La promeifrina,
derrvado nemenio de la propazing, tiene peso molecular de 241 35, punto de fusion de 118
“C oy solubindad de 28 mg L en agua Es muy soluble en muchos disolventes orgamcos
Debido a su presion de vapor. 1a LDs de la prometrina para jos mamiferos en forma oral
aguda es de 3.750 mg por Kg (Brian 1979, Baver 1994)

L.as meunotrazinas se pueden preparar haciendo reaccionar clorotrizzinas sustiiuidas
en forma adecuada con metlmercapiano en presencia de hidroxido de sodio {Rodnguez de la

Torre 1990,

(]
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Los productos quimicos que se comercializan como nerbicidas del grupo razina son
Simiazing, simetona. simetnina, atrazina, alralona, C1anazina, amelrna, propazing, prometona.
prometnna, tnetazina. ipoazmna, clorazina. desmetrina, terbutrina, ciprazina v metribuzina
(Brian 1979)

METRIBUZINA

Sencor cuyo compuesio quimico activo es la metnbuzina, 4-amine-6-{1, 1-dimetil-
eti] F-3-{metiltio}-1, 2, 4-triazina-§ {(4H)-ona, pertencce al grupo de los derivados
menitioriazinas

El sencor puro forma cnstales meoloros con una solubihidad (20 "C) 12 oL agua.
820 g/Kg acetona, 220 g Kg bencenc, 850 g/Kg cloroformo, | Kg/Kg ciclohexanona, 190
&Ky etanol. 2 9/Kg hexane v 120 g/Kg tolueno El grado técrnico tiene un  hegsro olor 2
azufre Es obyeto de descomposicién microbiana en suelos himedos La formula estructural

de la metribuzina es mostrada en la figura 2.

o]

La LD;. oral de la metnbuzina para ratas es de  2200-2345 mg Kg. parz ratén es de
678-710 mg'Kg y para codormiz blanca es de 164-168 mg/Kg La LDs, dérmica para ratas es
> 20000 mg Kg (Bayer 1994)

Aplicaciones en le agricuiinra

Sencor {metnbuzina) combaie 1z maleza anual de hoja ancha v los zacales Actla a
traves det follgge v de las raices Se disuelve ficiimente en agua y éstz o Mja en la matena
orgamea del suelo sm necesidad de incorporarle por medios mecdmeos Las raices v fas bojas
absorben la sustancia acnva de sencor Una ver centro, se difunde en la planta v actus sobre

la ciorofita. es decir, bloguea la fotosintests, en consecuencia. las teidos se desecan hasia gue

S



muere la majeza En los culuvos tolerantes a este heriada las plantas descomponen la
sustancia v no sufre dafio La toleran bien los culuvos de avena, cafia de azucar, cebada,
espérrago, lentgja, maiz, papa, sorgo, zanahora y muchas variedades de chicharo, tomate vy
11 go.

Sencor 480 SC es una suspensién concentrada con 480 gramos de metnbuzina por
htro para el control de la maleza anual (hoja ancha y zacates) Pertenece a la categoria numero
cuatro, liperamente toxsca  {Milburn er /. 1991, Johnson 1993, Shaw e Hydnick 1993,
Richard y Gniffin 1993, Waish 7 /. 1993, Wiilard y Gniffin 1993, Bayer 1994)

AMETRINA

La ameirina cuyo nombre comercial es Gesapax. el ingrediente quimico activo se
muestre en la fgara 3 st compuesic &% una Susiancia 1ncolora Com peso molecular de
227 33, punto de fusion de 84 & 85 C y solubilidad aproximada en agua de 185 mgL Es muy
soluble en muchos disolventes orgéamcos ¥ no es mflamable ni corrostva Sus propredades
quimicas son similares a las de la prometrina Su LDsq oral para las raias es de 1,405 mg /Kg
Aplicaciones en la egricalivra

La ametnina es muy selectiva en los cultvos de cafia de aziicar, maiz, prha. platano v
nzramo Aligual que todas las wazinas requiere de humedad enel suelo para ejercer mejor su
electo

Actug mhimende la reaccion de Fhill biogueando la fotosintesis en la maleza Este
herbicida puede ser usado en pre v post-gmergencia, pucs Hene una accion enérgica sobre la

maleza (CIRA-GEIGY MEXICANA 1996}

i



Para mejores resuliados, es necesano regar ¢ tener Huvia en los 10 dias posteriores &
su aphcacion Su efecto residual es prolongado v va de 3 a 6 meses segun el tipo de sueloy de
clima
Preperacicr de s soluciones de los iriazinas pare fos traicmienios direcios y para la
activacion meteholica in vive

Se prepararon concentractones de 03, 04 0351, 15,23, 4,5, 50 730, 1000, 2500,
5000, 6000, 7000, 8000, 15000, 20000, v 480 000 mg/L de la solucidon de metribuzina
{Sencor 48 % proporcionado por Bayer de México)y 15, 2,2 5.5, 65, 12 5, 20, 30, 50, 730,
2500, 6600, 8000. 30000, 50000 v 490 000 mg/L de ametrina (Gesapax 49 % donada por
CIBA-GEIGY Mexicana), con agua desionizada esténl que fueron aplicadas a cada cultivo de
los tratamientos directos y la activacidn metabdlica con Vicia fuba
Cuitive de infociios humanos y tratamientos directos

A los frascos de cultivo se les agregd 3 ml de medio Gibeo (RPMI 1640)
complementado con 0 12 ml de fitchemaglutimna al 4 % (Gibee) mas 05 mi de sangre
hepanimzada de 4 donadores sanos, 24 horas después de! cultive se adicionaron las siguientes

concentractones en 03,04, 05,1, 15,2 5,4.5,50, 750 v 1000 mg L. de metnbuzina » 1 5,

.
N
LA
12

5.5,65,12570.30.30

i3

-~

, , 750 y 1000 mg/L de ametnna v 3600 mgl ceetanol mas 100

! de bromogesoxiunding (5-BrdU, 20 ug/mi, Sigma) v al testreo negativo sole la 5-BrdU A
las 70 horas se les aplicaron 100 ul de colchicina al 0035 % (Merckyy a las 72 horas se
cosecharon las celulas

Cosecha

;

t Cada cuitvo fue trasladado a un tubo 3 centnifugado a 1000 rpm durante 10 minutos 2

temperatura ambiente
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Se elimune 2! sobrenadanie e inmediatamente se resuspendid el botén con KO (Merck)
0075Ma37"C, dejandolo reposar durante 20 minutos en la mncubadora

Se centrifugd & 1600 rpm duranie 10 minutos

Despues fue desechado e! sobrenadante y el botén resuspendide rapidamente con el
fijador metanol-dcido acético (Sigma) 3 1 v se dejd reposar durante 20 minutos
Nuevamente fue centrifugado a 1660 rpm durante 10 minutos.

Fue remowvido el sobrenadante, resuspendiendo el botdn con el fijador durante 10 minutos
a temperatura ambiente

Inmediatamente fue elimmado el sobrenadante y se resuspendid el boton con 05 ml de
fijador para después etaborar las preparaciones

Cada preparacién fue hecha por goteo a 1 0-1 5 meiros de altura, realizando como minmmo
cuatro, dejéndolas después secar al aire

Las observaciones fueron hechas en un microscopie de contraste de fases con los

objetivos de 16X 3 40X para seleccionar las que tuvieron mayer cantidad v calidad de

metafases

Tincion diferencial de cromitidas hermanas

5]

(V¥

Las preparaciones con metafases fueron colocadas en el colorante fluorocromade Heechst
3325-8-agua destilada (1 8) v mantenidas en la obscuridad durante 30 minutos en cagas de
Koplin

Despues fueron enjuagadas con agua corriente y colocadas vert.calmente para que sc
secaran ai aire

Posteniormente fueron colocadas en cajas de Petri con aitrato de sodio saling 1088 ¢

wrrachadas con luz uitravisieta durante | hora
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Se enjuagaron con agua cormene Y s dejaron secar ai ;e en forma verticat
5 Después fueron colocadas en czjas de Kopiin con CSS (cirato de sodio sabno) a 60 ’C

durante 1 hora

o

A contmuzcion fueron lavadas una vez mas con agua de ia llave y se dejaron  sccar
werticahmente al aire
7 Inmediatamente se sumergieron en colorante Giemsa (Merck)-agua destilada {1 10)
durante 2 munuios {Perry v Wolff 1974)
& Fmalmente fueron lavadas con agua cormenie v dejadas verticalmente para que €l
aire las secara
9 Cor el objeto de lograr objetividad en las observacionss, las lamimlias fueron
~eetiguetadas. de tal maners que no se tuvo conocimiento del grupo al cual pertenccian
hasta que finalizo el experimenic v se descifrd 1a clave
10 Para <l analisis de las frecuencias de intercambios de croméndas heymanas (ICH), fusron
considerados como un evento a los termunales y come dos a los intersticiales
Activecidn metabdlica in vive,
Apiicacicn de los extractes de las raices de Vicla fuba (var minge) traivdas con
metribuzing v amerring of culiivo de fnfocitos humanos,
Las semuilas de Mrcug fuha (var munor) s pusieron a germmar entre dos capas de
algodén humedecido con agua de la Have, cuando las raices alcanzaron una lengiud entre 4y

6 CIml st SUMETZICTOT en 1as sigulenles concentraciones 730, 1000, 2300, 5000, 6000, 7000,
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80GT, 15000, 20000 ¥ 480 000 mg/L de metribuzing y 750, 2500, 6000, 8000, 30000, 50000
490 (00 mg 1. de ameinina durante 4 horas a temperatura ambierte v en fa obscundad, tiempo
necesano para que 10s agentes quimicos puedan ser absorbidos v biotransformados por ias
raices de acucrdo con Frear ef af (1983}, Gawronsk (1983), Mulburn ef af. (1991) y Shaw e
Hydrick (1993)

Las rafces del testigo positivo se sumergieren en etanol al 98 % de pureza (Sigma} a
3600 mg'L durante 4 horas 2 temperatura ambiente, se ha comprobado que éste compuesto
es promuidgeno para esta planta e merementa la frecuencia de TCH en células de criceto
chino (Takehusa e al. 1982 1988) v en hinfoertos humanos in vivo (Calderon -Segura 1993,
Gomez-Arroyo ef af. 1995, Calderén-Segura ef @l 19997

El tesuge negativo estuvo bajo las mismas condiciones expetimentales pero en agua
desionizada esiénl (fraceidn S10) v el otro testigo negativa fue el cultivo de linfocttos solo
cop 100 ul de 5-BrdUr (20 ug'ml) que se aplicd a ias 24 horas de haberlos puesto a 37 °C de
mneubacidn

Despues de los tratamienios, las raices se lavaron oon agua desionizada esiénl v se
cortaron aproxmadamente 2 om de Ia raiz principal, se nomogeneizaron por separado en

solucion amorhiguadera de fosfato de sodio O 1 W pH 74 1 a temperatura entre 84 C en un

homogeneizador de teidos vegetales de 3 2 5 minutas  La relacior 2e volwmen de la solucion
amornguadora (mi) a peso fresco de los cortes de la rayz {g) fue do 10

El homogenercade fue uliracenmnfugado por 'S mimutos a 11300 pm a 4 C E.
sovrenadanie en ¢f cual se encontraron los metabohios de ia ramsivrmacion de los herbiaidas

aplicades a diversas concentraciones, asi come del erane! fueton eterlizados con fi%ros

muliporo (G 350}
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A es3t0s extractos se les determind ia concentracion de proteinas totales por el método
de Bradford (1976), detectando 14 6 mg ml constante en todas las concentraciones de los
herbicidas por 1o cual 1nmediatamente se agregaron 100 pl de extracto de las raices tratadas
con las diferentes conceniraciones de membuzina vy ameininoa  mas 100 pl de 5-
Bromodesoxuniding (20 pg ml) a los linfoctios cultivados a las 24 horas y se continud con ia
técruica mencionada para todos 10s casos
Intercambio de cromdtidas hermanas (ICH), cindtica de proliferacién linfocitaria (CPL),
{ndices de replicecidn (IR} v mitdtica (IM) de fos linfocitos periféricos en cultivo

Con la finalidad de cuanuficar la frecuencia del ICH se regisiraron 25 metafases de
segunda division para cada case Se realizaron dos expenmentos v se aphcd la prueba f de
Student para comparar las medias del expertmento y su réplica usando un nivel de
sigraficacign de p < 0003, al no encontrarse diferencias sigiuficativas entre ellas, se
promediaron los valores v se compararon entre si, mediante andlisis de varianza {ANOVA),
cuando el valor de F fue sigmficativo 2 p < 0 03, entonces se aplicé ta prueba de comparacién
multiple de Newman Keuls a p < 0 001

La incorporacion de la 5-Brdl en los Iinfocitos en cultivo tue utilizada para analizar
a2 cimética de proliferacion celular v el 'ndice de replicacion en presencia de  los dos
herbicrdas

El ndice de rephicacion (IR) se cvalué de zcuerdo con la formula propuesta por
Roshng e «f (1983) IR=1M —2M++ 3M: /100 donde se examminaron 100 metafzses de buena
calidad con una spromada nnaon diferencial de cromandas, que se clasificaron en primera,

segunda v tercera diniston de acuerdo con ia tincion diferencial de las croméndas hermanas

e
[

Xl T
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....... mand por medic del andhisis de 1000 celulas
estirnuladas (células en interfase con grandes nucleos que se tifien claramente v en las no
estirnuladas los nicleos son muy pequeflos v que presentan coloracién azul muy niensa al
ohservarlas al microscopic Optico) consecuiivas anotando cuanias de ellas se enconiraban en
mitosis para uuhzar lag formulas IM= No de metafases/t000 y el % Ivi= 1M x 100
{Husgafvel-Pursizinen 1587, loanmdou er of. 198%, Rupa ef al. 1989, Vyayalaxmi er ol
1998, Madnigal-Bujaidar ef af. 1997, Swatha y Hegde 1998)

Todos los tratamientos se eieren por duplicade v se aplicd la prueba ¢ de Student
para comparar las medias del experimento v su replica usando un nivel de significacion de
p <005 Al no encontrarse diferencias sigmficativas enire ellos se promediaron tos valores v
a los resultados se les aplico la prueba de X°, en el mvel de significancia p < 003 La
relacidn concentracién-IM  fue anahizada por el coeficiente de regresion usando & pruchs 7
(dos colas) El mivel de probabilidad 003 fue usade como crieno de significacion
(Chakrabart er i 1997)

Con el objeto de lograr objenvidad en las observaciones. las lammillas se

reetrquetaron de tal manera que no se tuvo conocimento del grupo al cual pertenecieron hasta
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para el andlisis de intercambics de cromdtides
hermunas en Vicia fube.
Tratamientos directos con metribuzing y ameiring en las rafces de Vicia faba

Con la finahdad de venficar el efecto de los dos herbicidas en la planta misma se
analiz6 la frecuencia de ICH en los cromosomas de los mernistemos radiculares de Vicia
fabe, vanedad minor, gue ha resultado ser un buen bioindicador de mutagenos (Gomez-
Arrovo y Villalobos-Pietrini 1995}
1 Ingorporacién de 5- Brdijrd

Las semullas una vez germinadas v cuando las raices alcanzaron de 2 a 3 em se
sometieron 8 plantulas 2 una solucién de andlegos (5-Bromodesoxiundine 100 uM~ Undina
SuM +Fluerodesoxiunding O 1 uM) para un primer ciclo de replicacion por 18 horas en la
oscuridad a 20 °C
2 Tratamientos

Después de las 18 horas en la solucidn de andlogos las plantulas de favaron con agua
corriente ¥ postencrmente en agua destilada e inmediatamente se sumergieron en grupos de 8
durante 4 horas er oscundad en las concentracton de 230, 300, 750, 1004, 3000 mg L tanto
para metrbuzina v ametring, ademas 480 200 v 490 000 mg L de memnbuzing vy ametrina,
respectivamenta, v ol lestigo estuvo somendo solo en agua desulada

Se wvolvieron a lavar con aguz cermente en dos ocasiones v agua destlada, a
COMInuacIon se dglarorn por un segundo ciclo (19 horas) en una solus én nueva de analogos

de la tusma conceriracion anienor {Brdlrd- FdlLrd-Urd) 2 20 ¥C v en oscurnidad
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Iranscumdo este tiempo se hmpiaron las puntas &

[
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colocaren por 2 horas en una solucion de colchicina 0 05 % en la oscurtdad
3 Fracidén

Pasade este lapse se sumergid en una solucion de aado acénico glacial concentrads &
las raices a femperatura ambiente durante 1 hora v posteriormente se cambiaron a otra
solucion de etancl-acide acético (3 1) a -20 “C protegiendo los frascos de la luz con papel
alurmimo v se dejaron por 1o menos 2 dias
4. Tincidn

Se colocaron los meristemos en etanol al 70 % a 28 °C en bafio de agua por 15
minutos ¢ imediatamente fueron sometidas a hidrohisis con HCL SN a 28 °C 2n el mismo
bafic durenie 80 minutos agitando frecuentemente Se enjuaZaren con agua destilada por lo
menoes tres veces con 2 munutos de intervalo entre cada enjuagee Los meristemos se hifieron
con el reactive de Schuff (tincion de Feulgen) por 45 mmutos 2 20 °C en 2 oscuridad

Se ablandaron los menstemes para su posteno! aplastamiento colocandolos en
pectinasa al 2 % disuelta en solucidn amortiguadora de citratos pli 4 7 durante 15 munutos a
28 °C en bafio de agua

Se colocaron los menistemos en acido acenco al 435 % por 10 mimutos, despuds se
sumergieron en etanol al 70 % fric por 30 minutos en el reftigerador

Las laminilias se hicieron por aplasiariento en monocapa {squash) con actdo acético
al 45 % en portacbjetos ehquetados
5 Preparaciones permanentes

Se colocaron las preparaciones en un congerador cor aire I'audo (Menzses 1987) dg 3
a £ segundos, posteriormente se desprendi¢ e cubreobjetos con un istun Lag preparaciones

se sumergleron en butanol absoluto realizando dos cambios rapidos para le desh:dratactén

e
A




de ias celulas menstematicas Fmalmente se woentaron lag preparacicnes on salsamo de

Canada
6 Regsito y analisis estadistico

Por cada grupo experimental se registraron 50 cromosomas metacéniricos (M) y 230
subacrocénincos (S) que corresponderian &l numerc de cromosomas contenido en 25 células
Los mntercambios termunales se cuantificaron como uno v los mtersticiales como dos Para
efectuar las observaciones al microscopio v con el objete de evitar prejuicios del observador
las preparactones fueron reetiquetadas por otra persona

En todos los casos se reahizaron dos experimentos cuyos velores se compararon entre
si mediante el andahsis de varianza (ANOVA). p < 0 05 Postersormente a los promedios se les
aphicé la prueba de comparacion multiple de Neuman-Keuls, p < 0 05. La correlacién enire el
ICH v la concentracidn fue analizada por el coeficiente de regresién usando la prueba ¢ (dos
colas) Bl mvel de probabilidad 0 03 fue usado como criterio de significacion {Chakrabartr e

al 1997}

34
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RESULTADCS

Tratamienios direcios con amelring, metribuzing p etanol & los cultivos de linfocitos
frzimanos

Dentro de los objetivos propuestos se planted detectar la accidn direcia de los
herbicidas ametrina v metnbuzina sobre el cuttivo de hinfoeitos humanos, mediante la prueba
de mtercambio de cromédnidas hermanas {ICH).

A este respecto se llevaron a cabo tratamientos en que se expusieron directamente
estos compuestos al cultivo de hinfocitos En las tablas T a IV se presentan los resultados de
un experimento v su réphica, donde se aphcaron las concentraciones 15,2, 2.5 v 5 mg/L de
ametrma v 03, 04,05, v 1 mg/l de metnibuzin v 3600 mg/L de etanol a los culuvos de
lmfocitos humanos No se presentaron aumentos sigmficativos en la frecuencia de
ntercambios de cromaudas hermanas (ICH) A partir de la concentracidn de 15 mg/L del
tratamiento con metnbuzina las células no se dividen, el mismo efecto se observe en el
tratamento de 6 S mg'L de ametrina, por Jo que se consideré a la meinbuzina més crotéyica
en concentraciones bajas {Teblas Iz IV)

Vanto para et tesugo negativo {cultivo de limfocitos — 5-BrdUd) como para el etanol.
los valores obtemaocs estuvieron dentro de los esperados (Takehisa er o/ 1982)

En vista de que al aphear la prueba de t de Student enire los expenmentos [ v 1 de
cada herdicica no hubo diferencias segnificativas. se promediaron ambos valores v en las
lablas il v IV se presentan los datos. a los cuales se les aphicd el andhsis de varenza

(ANOVA ) siende los valores de F no sigmficatvas a g < G 00}

)
v



Activacion metnbaokicn is vive,

Determinacitn de proteinas rotales por ef méiodo de Bradford
Extractos de las rafces de Vicia fabe tratedes con metribuzing, ametriig v cleohol
aplicades a los cultives de Hufocites humarnos

Ef contemdo de proteinas totales en los extractos de las raices tratadas con 750, 1000,
2500. 3000, 3000, 6000, 7008, 8000, 12000, 15000, 20000 v 490 000 me'L de metribuzina ¥
736G, 2500, 6000, 80G0, 30000, 50000 v 480 000 mg/l. de ametrina no WUVIETOR VANAaciones
significanivas con respecto al testigo negativo {Tablas V v VI)
Aplicacion de los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con las diferentes
concentraciones de melribuzing. ametring y etanoi @ los cultivos de finfocitos humanos

En los experimenios preliminares de la activacién metabolica mr vivo se observe que
las concentraciones bajas de los herbicidas no fueron suficientes para provocar electo sobre
los linfocitos en cuttivo, por lo que se decidhd aumentar las concentraciones para establecer
dicho efecio

La actrvac.om i vivo de metribuzina, ametnna v etanol por la enzima Si0 de las rafces
de View jube fuc evidente (Tablas VIT v VIII} A parur de 750 mg L. de cada uno de los

herbicidas. sus metabolitos remento en el [ICH en tas célula

iy
[mN
4]
=
o
=]
(2]
o
o
o

aumanos en calino Sin embargo ta respuesta fue asimtética al aumentar la concentracion

Cuando cstos resuliados se compararon con  los  testieos.  las diferencias  {ueron
T =

r .

estacisticamantie ~ign:ficanvas £ = 60 056 con metntbusma v ¥ = 69 886 con ametnna. en Jos

doscasoslap L OJUT (Tabls VI

i

3
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de Vrewa fabu y duplicd la frecuencia de [CH (Tabla VIIT) La activacidn m vve del aleoho)
con Vicw faba fue previamente reportado por Takehisa ef «f {1982), Gomez-Arroyo of of.
{1995} v Calderdn-Segura ef of {1999)

Exn ¢l transcurso de estos experimentos fas raices sometidas a las concentraciones altas
de los herbicidas no mostraron mngin cambio morfologico v celular aparente, del msmo
modo las células hinfocstanas al ser sometidas a los extractos de las raices tratadas con los
herbicidas no sufnieron dafic ni muerte celular
Evaluacion de la cinética de proliferacion lifocitaria y los indices de replicacicn y mitdtico

En las tablas I y I se presentan los promedios de los da-tos obtenidos en los
tratarmientos v sus réplicas, que de acuerdo con ia prueba de ¢ de Student los afectos fueron
similares

El cielo de prohiferacién hnfocutana {CPL) de algunos de los cultives tratados
directamente ¢on metribuzina mostrd diferencias significativas con la cinética del culuvo
asigriado como testigo negativo (Tekls [X)

Los cultivos tratados directamente con metribuzing tuvieron un comportamiento
wreguiar en el CPL, ya que con 03 v 1 mg'L se notaron  valores bajos de metafases de
primere divisién parz 04 v 05 mgl. fueron mas clevadas Este comportamiente se
mantfestd en forma inversa para las segundas divisiones. donde las frecuencias mas altas se

obsenvaronen 03+ 1 mp/l

[}
-1
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Apartir de 03 a 1 mg L se regsiro incremente en la frecuencia de celulas metatasicas

de tercera division al compararic con el testigo negative (Fig. 8) Por otro lado, no se

encontraron  ¢élulas en metafase n1 en otra fase de la division de los hinfocitos sing solo

células no estimuladas a partir de 1 $ mg'l. considerandose que hube un bloqueo drastice de

Ia mitosis.

El indice mitdtico (IM) de los cultives de linfocitos tratados con rﬁetn‘ouzma presento
diferencias significativas con respecto al testige negafivo, estos valores tienen un
compertamienio 2sinidtico Los dzios del indice de rephicacidn (TR de los tratamiemos de
03,05 v 1 mgL de metribuzina no evidenciaron diferencias sigmficativas con relacion al
testigo negativo

En el caso de la ametnina la cinética de proliferacién también fue afectada en algunos
cultivos y estadisticamente hubo d.zfekenmas significativas con el testigo negativo (Tabla IX)
A partir de la concentracion de 1 5 mg/L en el nimero de meiafases de primera divisidn se
noté una tendencia de disminucion al aumentar la concentracion hasta 5 mg/l. Sin embargo.
en el tratamiento de 2 mg/L se observd un hgere meremento que no fue sigmficativo con ¢l
testigo negativo (Tabla X)), por lo cual, no se considerd relevante en la apreciacion del efecto
de disminucion {Fig. 9)

Los datos obtenidos para las células metafasicas de segunda division tuvieron un
comportamiento simular a los tratamientos de metnbuzina  Los cultivos tratados con
concentractones de b £ hasta 5 mg’L de ametning presentaron un aumento en las células de

tercera division
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El IR de los ratammenios con amelring no luvo diferencias sigmficativas con el
testigo negative Los datos del IM mostraron diferencias significativas con relacion al testigo
negativo. ya que hubo clerta correspondencia de las conceniraciones aiias con ia
dism:nucion del valor del IM Desde la concenracidn de § 3 mg L de ameinna ¢l procesa
celular no tuvo continuidad (Tapia LX)

En el sisiema de activacion metgbolica i vive (Tabla X), Ia concentrzcion de 750
mg/L para ambos herbicidas fue conswderada inictal A partir de ésta se observd un estimulo
sobre iz frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas en los cromosomas de los
linfocitos (datos no publicados) provocado por los extractos de raices

El CPL de algunos de los cultivos de hinfocitos humanos tratados con los extractos de
las raices, sometidas a las distnias concentraciones de metribuzinz tuvieron diferencias
significatzvas con respecto a Jos testigos {5-BrdU y fraccién S10)

La activacion metabOlica de este herbcide también presemé uregulandades en la
asccracion de Ja concentracion del herbicida con la frecuencia de células metafasicas de
primera, segunda v tercera divisiones, sin embargo, se nota que desde la concentracion
de 7350 hasta 480 000 mg/l las células metafasicas de tercera division elevaron sus
frecuencias y 12 mayoria se observaron diferencias sigmficativas con respecte a 105 testigos
negativos (Fig. 10}

Ewiste una correlacton negativa {r = -0 5358} entre las concentraciones de metribuzina
aplicadas a las rafces v el valor del iM de los hinfocitos en cultivo Es decir, conforme s¢
incrementa la concentracién va disminuvendo el vaior dei IM. no obstante, en 750 hasta 7000
mg1 no hav diferencias de significancia del IM con relacidn &l testigo 1 a partir de 8000

hasta 480 000 mg'l, sf presentan disminacidn en los valores del M

-l

R
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Los cultivos de linfocites humanos sometidos a la aplicacion de los extracios con fas
diferentes concentraciones de ametrina también mostraron diferencias significativas con
relacitn a los testigos negativos (Tabla X}

Al 1gual que los cultivos tratados con los extractos sometdos 2 las diversas
concentraciones de meinbuziva, los de ameinna también fusieton un comportamiento
irreguiar en la frecuencia de las células metafasicas de primera, segunda y tercera divistones

Existen diferencias significativas entre las células metafisicas de tercera division con las de

los testigos negatives, detndo al aumento de células de este tipe en todas las concentraciones
{Fig. 11)

Los valores del IM tuvieron correlacion negativa {r = -0 2323) con la concentracion
aplicada, mostrando ademés una diferencia sigmficativa con los testigos neganvos Es
importante sefialar que estos valores de los tratarmientes fueron bajos con relacidn a jos
testigos en una tendencia a formar una asintota y disminuyendo en la concentracion de
490 009G mg/L Los valores del (R de los tratamientos con activacidn vegetal no mostraron
diferencia significativa con respecto a los testigos negativos (Tabla X)

Por otro lade, la relacion de los testigos positivos con los negatrvos del presents
abajo fue la siguiente se observd en los tratamientos directos con etanol un efecto ligero
sobre las metafases de segunda y fercera divisiones en comparacion con l0s tralamientos de
metribuzina {Fig. 11)

El IR con respecto al testhigo (culuvo de linfocitos numanos mas 3-Brdl) zs1 como el
vajor del IM del tesiigo positivo no tuvieron diferencias sigmificatives con el 1e8ige negative

v fue menor al IM de los tratanientos (Tabla £X)
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Para los tratammienios directos con ametring, el testige positivo registré un efecto de
aumentc en las segundas divisiones y una disminucidn en las terceras divisiones. dando una
diferencia sigmficativa en estcs niveles con los del testigo negativo (Fig. 9)

Los valores del IM e IR del etarol no tuvieron diferencias significativas con relacion
al testigo (Tabla X} Sm embargo, el etanol mas ia fraccton 510 {testigo positivo de la
activacion m vvo) si tvo efecto al  dissmnuir los valores de las células metafdsicas de
primera divisidn ¥ estimular la frecuencia de células de tercera division presentando asi una
diferencia significativa con los testigos negatives (Figs. 10 v 11). En cambio los registros de
los IR e IM no tuvieron diferencias sigmificativas con estos tltimos (Tabla X)

El testigo negativo {exiractos de las rafces de Viia faba sometidas solo al agua
desttiada} vihzado para la activacion metabdhica i vive de los dos herbicidas, no tuve
diferencias sigmficativas sobre log tres criterios evaluados al ser cotejados con el testigo
negatwvo (cultivo de linfocitos — 3-BrdU) (Tabla X)

Resuidos de la relacion enize ln concentracion de metribuging v ametring y el efecty de
[CH en las células meristemdticas de Vicia fabe

D¢ acverde con el andlisis de vananza {ANOVA) v 1a prucha miluple de Neuman-
Keuls, los valores de ICH dei tratamiento experimental y su replica de cada herbicida (Tabla
K1) no mostraron estadistcamenie diferencias sigmicauvas, por lo que se agruparon  l1os
daies de las 50 observaciones {Tabiz XII) A partir de la concentracion de 500 mgl. hasta
‘a solucidn concentrada de cada une de los herbicidas. Ta [Tecueneas de los [CH con relacion
al testigo negativo difineron significativamenie (F = 749 09 con metribuzima v F = 356 11 con

ametrna en ambos el valorde p< 0 0001 (Tabia XIT)
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Los valores de la Trecuencia ae ICH ae leg células radiculares de Viciw faba tuvieron
correlacion positiva con la concentracion de los herbicidas (Figs. 6 v 7), esta relzc1on fue mas
fuerte con los tratamientos con ametrina, ya Gue e} incremento de JCH fue proporcional a la

concentracion de ameiring {r =0 8354) ne asi para los tratamientos con metribuzina, en donde

los valores nenden a comporiarse en una asinfota a partir de la concentracidn de 1000 mg'L

Iw
(o)
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DESCUSION

Los resuitados de los tratamientos directos con concentraciones bajas de los herbicidas

ametrina v metribuzina no mdweron {CH en los linfocitos humanos en cultivo Estos

R

herbicidas al aplicarles por 48 horas sin activacion metabdlica no prodweron ICH. S
embargo, la metribuzina fue capaz de ejercer un efecto citotdxico en concentraciones mas
bajas que la ametrina. Los cultivos de hinfocttos tratades con 1.5 mgl. de metmbuzinag no
presentaron ¢glulas en division {Tabias IF y Iv)

Los datos de esta 1nvestigacion y los reportados por Herelia ef of. {1994) y Rubas e/
al. {1998) permitieron reconocer gue ios fratamientos directos de algunos miembros de las
triazings a bajas conceniraciones ne indujeron ICHs pero provocan efectos Sitotoxicos en
Linfociios humanos en cultivo, por 10 tanio estos compuestos podrian pertenecer al grupo de
promutagenos {Plewa er of. 1988, Veleminsky y Gichner 1988)

Por supuesto que existen algunas excepciones, por ejemplo. con relacién al efecto
genético de la atrazma, Brusick (1994) describe en varios sistemas de prueba efectos
genéticos negativos y contradictorios En tanio que Kureda er of (1992), mencionan gue le
simazina a bajas dosis induce ICH en células V79 de criceto chine

En los resultados prelimunares sobre iz mnflucncia del meiabohismo vegetal, m vive
para los dos herbicidas a bajas concentraciones, no se observo efecto sobre el JCH, debido
postblemente a que las concentraciones usadas no fueron suficientes  para onducir el
fendmeno v aungue la capacidad de iz planta para metabolizar los herbicidas 25 eficlente.
aparentemente la canndad de metabolttos producidos es aln wsuficiente para estimular

cambios en el ICH, ademés de que no se mostro dafio morfologico en las raices ni a escala

£3
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celutar

En el presente trabajo se establecid como testigo posttivo en la activacion w vivo de
ametnna v metribuzina al tratamiento de las raices de Vicra faba con etanol a 3600 mg/l,
cuye tesultado fue de §.1 = 0 16 ICH/metafase (Tablas VII y VIII) Previamente Takehisa
et al. (1982) dernostraron que el acetaldehido 1ncrementé 1z frecuencia de ICH por mas del
doble del testigo sin activacion, por lo que concluyeron que el etanol fue metabolizado por tas
raices de Vicia foba a acetaldehide, prnincipalmente por la enzima citosdlica alechol
deshidrogenasa, que necestla como cofactor & Ja mcotinamida adenina dinucledtido (NAD)
Este metabolito provoca el aumenio de ICHs en cultivo de linfocitos humanos m varo {Obe et
al. 1986). Por lo tanto, en esta investigacion las condiciones expermmentales para establecer la
biowansformacién de metrtbuzina v ametring fueron eficientes, como se observa en la tabls
VI

Los tratamientos con las distintas concentraciones de los herbicidas v del etanol
activados por el metabolismo de Vicwa fubae mostraron un efecto sigmficativo al compararlos
coun el testige negatrvo sin activacion, por lo que se cencluye que estos herbicidas son
mutdgenos indirectos gue se activan a iraves del metabolismo vepetal Mdés aon, las
diferencias en los resultados de CPL, el IM v el IR cobtemidos en los extractos con etanol
{Table X} v sin etanol no son estadisticamente signficatnas {p < 0 05) con relacidn al
testige. lo que concuerda con los datos de otros estudios para la activactdn metabohea de
propoxur. moliate v butilate (Calderén-Segura 1993, Gomez-Arrovo ef al. 1995, Calderon-
Segura e ol 1999)

Los metabolitos de los herbicidas no gjercieron efectos crtotéxicos sobre los linfocitos

en cultivo. observando que ia frecuencia de los [CHs se mantuno asintéizcamenie hasta los
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concenirados mayeres de los herbicidas {Tabla WEIY Por lo tanto, estos herbicidas son
CILOTOXICOS PoOT su compuesto original que tiene la capacidad de bloguear la division celular
de los linfocitos en cultivo (Tabla Il v I¥).

La biciransiormacién  de mefribuzina v ametring ha  sido  esiudiada  ep
MICToOTgAnISMoS, plantas ¥ animales. Sin embargo, un especiro general de los metabolitos v
de sus efectos bioldgicos atn no se han descrito (Aizawa 1979, Frear ef 2l 1983, Gawronski
1983, Hatzios 1988, Means er al. 1988, Ducruat er al 1993)

Estos herbicidas son rapidamenie absorbidos por raices v hojas v transportados por
todz la planta, también son absorbidos en poco hempo en los tejidos anumales (Frear ef al.
1983, Gawronsk: 1983)

Este estudho suglere que #icia faba al estar expuesia a concentraciones elevadas de los
herbicidas podria establecer rutas de  bioiransformacién como las propuestas por Fedike
(eitado en Hatzios 1988) y Naylor (1979) Estos autores mencionan que las rutas de
biotransformacién de metribuzina y ametrina dependen de la concentracién aplicada a las
plantas, en donde, & concentraciones altas la conjugacion del sulfoxide de metnibuzina a
homoglutationa  parece ser la reaccion predominante para desactivar a este herbicida,  as
msmo, y de acuerda con Hatzios (1988), la ametrina es biotransformada por una reace:dn de
N-desalquilacidn, que es una reaccion oxidante, por lo que posiblemente los metabolitos que
miervienen en algln momente para estimular la aceleracion de la mitosis v 12 induccién de
los ICHs son la "homoglutationa” para metitbuzina y los compuestos "2-hidroxlametnna
para la ametrina

En este trabajo las raices de Viewe fube en presencia de concentraciones elevades de

metrbuzina y ametrina de acuerdo con la propuesta de Naylor (1979 v de Hatzaos (1988)

w
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sformados  en  "homogiutationa” v un  compuesto  "Zhidrox:"
respectivamente  cuando estos exiractos se aphican por 48 horas. 1os nucvos COmpuesios son
capaces de 1ncremeniar la frecuencia de 1CH de las céluias de linfoctios humanos en cultvo
(Vablas VILy VIID

Sterling (1994) considerz a las tnazinas como herbicidas hipofilicos, cuyas moléculas
atraviesan pasivamente a las células vegetales. Esta naturaleza hpofilica facilita Ia difusién
répida con el paso por la bicapa fosfolipidica de la membrana vegetal que baza asi su
gradiente de concentracion para alcanzar el equilibrio entre la solucién externa y la interna.
Este mvestigador también menciona que la ametrina v la atrazina fueron rapidamente
absorbidas por las raices de plantulas de mafz v avena alcanzando el equilibrio en el lapso de
10 rmunutos v para salir de estas céhulas solo bastaron 30 minutos. es decir que la membrana
celular no es una barrera para las triazinas hpofilicas. Ademas aporta evidencias de que
dichos compuestes hipofilicos (ametrina y metribuzina) tienen una cormrelacién lineal posIfiva
enire la concentracton extermna del herbicida v 1a absorbida por la planta, suginendo que la
absoreién no se satura a concentracioncs alis Sin embargo, si estos compuestos se llegaran
& acumular en las celulas vegetales en concentraciones mavores que las establecidas en el
equilibrio, lo realizarian por otros mecamismos como son la conversion a2 metabolitos no
fitotdxicos y que ¢l compuesto onginal o sus metabolitos se unan a constituyentes celulares o
se acoplen en los lipidos

El metzbolismo actia como una peza para maniener un gradienic de concentracidn
nierna a partir de una absorcidn continda del herbicida durante el tiempo Estos metabolizos
del herbicida son mas polares que la molécula oniginal por lo que se acumulan en la célula

debido 2 su reducida hpofilicdad v nabihdad para atravesar la membrana. por lo tanto
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sermanecen dentre de ella, asngue los constituyenies Celulares con 105 Cuaits s asecian son
raramente dentificados, pueden acumularse a conceniraciones masyores que la de equihbuio,
0G0 este process requiere de energia

Una concentracion mas elevada de los herbrcidas dentro de las células posibiemente
va no permutiria, en aigunos casos, que puedan descomponerse a niveles mayorss,
principalmente por los requertntentos de energia de la planta v la disposicién de enzimas
{punto de wnterés en la investigacion de la selectividad de los herbicidas a los cultivos), esto
provocaria una saturacion enzimgtica en un punte de la via de transformacidn de los
herbicidas, come posiblemente suceda en este trabajo en la reaccién oxidante (M-
desalguilacidn) de la ametrina y de conjugacién del sulféxido de metribuzina, que como s
mencioné antes, posiblemente son las reacciones predominames para desactivar a esios
herhicidas por Vicia fauba para evitar e} dafic en las reacciones de la {otosintesis

Es posible que el exceso de los herbicidas supers la formacion de la fraccion
enzimética S10 en las raices de Vicwe fuba (Tablas V y V) La cantidad de proteinas fotales
determinadas por el método de Bradferd estd en un promedio de 14 6 ug’ ul para los testigos
v para todes las concentraciones de los herbicidas aplicados a las raices de Vicw fuba, o que
hace suponer que la proporcion de 10s metabolitos en la pianta podria ser estable debido a 1a
concentracion cast constante de la fraccion S10 en las células de las habas, por lo tanto en
este estudic al aplicar 10G ol de los extractos a los linfocites en culivo se estén adicicnando
ias mismas cannidades de metabohios, 1o que en cierta forma viuee 2 ICH de manera similer
en todos los casos Sin embargo, es umporiante sefialar que aunque ne existe una correlacion
entre ia concentracion de los herbicidas vy la frecuencia de ICIH los valeres. tanto para los

cultives expuestos a los extractos de metnibuzina como de  ametrnina no varian mucho
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ado de una saturaciop enzimauca (por las
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causas que s¢ menclonan referentes a la acumulacion de los herbicidas en la planta) debido a
la concentracion de los herbicidas

Este efecto también es reportado por Calderdn-Segura y Espinosa-Ramirez (1998) en
fratamientos com activacion i vifro, coincubando linfocitos humanos con la mezela S10 mas
100 y 200 mg/L del herbicida tocarbamico molinate, donde el efecto sobre la frecuencia de
ICH en estas concenfraciones tiene un comportamiento asintético, gque disminuve a
concentraciones mas altas debido 2 la desnaturalizacidon de las enzimas contemdas en la
fraccién S10, lo que evita el metabolismo Sin embargo, en el presente trabaso no se observa
dicha disminucidn de ICH en los cultivos de linfocilos expuestos a los tratamientos con
concentracionss altas de metnbuzing v ametrina activadas a través def metabelismo w1 vave
(Tablas VII y VIII).

La accion genotdxica de metribuzina v ametnna sobre los mertstemos radiculares de
Vicia fuba se mamfiesta al incremeniarse la frecuencia de ICH (Tabla XII). estableciéndose
ademas una correlacidn positiva de concentracion-efecto (Figs. 6y 7)

No hay una acci6n fitotdxica, esto se debe a que la planta nene la capacidad de tolerar
congeniraciones muy altas de estos nerbicidas (biotransformacion) Los promedios 3012 v
30 24 ICH/metafases en el tesiigo (raices de Vicww fuba, s tratamiento), comneiden con 1os
vaiores deseritos por Kihlman v Andersson {19%2. 1984). Calderon-Segura (1993 y Gomez-
Mrrovo vy Villalobos-Pietrum (1993), para cromosomas cuyo DNA ha pasado por dos ciclos
de replicacién en presencia de la 5-Brdll Por lo tanto, se reafirma una vez wds que  Viae
faba es un momonitor capaz de detectar el dafio genoidxico de metnbuzina y ametrina como

Dromutdgencs. va gque 58 mostrd una correlacion positiva enire la concentracidm-efecto
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sohre la frecuencia de ICH en la misma planta y sole el efecto en el incremento de 1CH en
células de linfocitos humanes en cultivo {activador mutagémeo S10)

La capacidad de Vicwa faba para sintetizar grandes cantidades de proieinas con y sm
herbicidas durante el crecimiento 1mcal de la raiz (Teblas V y VI) juega un papel importante
para la formacion de ICH ( Sono ¥ Sakaguch: 1986) que tanto en ammales como en piantas
puede ser 1gual ya que son dependientes de la sintesis de proteinas, aunque en las plantas no
participa la polimerasa B, va que no se sintetiza en sus células somaticas, pero existe una
polimerasa de otro tipo que funciona en los procesos de recombinacién y escision que ocurre
en la horguilla de replicacidn del DNA.

Otros factores que incrementan la produccion de ICH en Vicwa faba y en mayor
nimero que en las células humanas es su conienido de DNA en 2n, por pieogramo de DNA.
ademas las diferencias de organizacién estructural del material genético para Ia accion de la
BrdU, Ia cinética de replicacién del DNA v el tiempo de replicacion de los replicones
propuesto por Panter (1980) (Dimittov y Georgieva 1994}

En el andlists de la cinética de proliferacion celular tanto en los tratamientos directos
como gon activacidn metabolica de mewibuzina y ametring por Vicwa faba i vivo se nota un
aumento en las metafases de tercera division del ciclo celular (Tahlas IX y X) Esie
incremento sugrere que los herbicidas estin provocande un estimulo, posiblemente debido a
las propiedades quimicas de su forma activa v a la transformacion metabéhica de su molécula
por Viciu fabe.

Fste aumento de la frecuencia de metafases se pudo favorecer por la interferencia en
una accién conjunta con la fitohemagiutinina o en la activacion de enzimas u otros factores

que aceleraron el proceso de Ta division de los nfocitos humanos
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Ribas e «f/ {1998) reportan reduccidn en IR y el CPL en cultive de hnfocitos
humanos expuestos a 50 ug'ml de atrazina por 48 horas. sin activacion mcrosérmea (59},
confirmando que esta inazina ¢s capaz de gercer efectos citotoxicos en células humanas y
que POT S1 MISINOS N6 Parecen ser mutagenicos en mamiferos. i

|

Los resultados obtemdos en el tratamiento duecic con metdbuzing y ametnina del
nresente trabajo (Tabis 1X) ne comciden con los encontrados por Rabas ef ol (1998), ya que
el IR tiene poca variacién v mds bien muestra un comportamiento asintotico que al ilegar a
las concentractones de 15 mg/lL de metribuzina v 65 mg/l de amewrina éste baja
dristicamente mhibiendose la division celalar (se observa que no exsste una correlacién
positiva entre la conceniracton de los herbicidas v el IR) No obstante, la correspondencia de
este trabajo con el de Ribas ef o/ {1998} se establece con base en la conclusidn de gue las
trrazmas a bajas concentracionss henen efecto citotdxaco en ¢élulas humanas (Tabia 1X) y
que Tequieren ser activados para provocar efecto mutagénico

En los tratanuentos direcios con metribuzina se observa el aumento del IM que se
mantiene en forma  asintética hasta la concentracion de 1 mg/L. después de esta
concentracion va no se encontraron nicleos estimulados

Para ia ametring aplicada de manera directa a los cultivos de los lmfocitos, los
valores del IM dismimuyen v en la concentracion de 6.5 mg/L ya no se observan niiclecs
estumulados. demostrandose ast  gue la metnbuzing es mas citoloxica. va que en la
concenractén de 15 meT. o sea a menor concentracidn que la ameinina no se observaron
celulas estimuladas n1 celu'as en divisién Esto mplica gue la forina activa de los herbicidas
interviene en la disponibiiidad de nutrimentos v en la supresion de algunas enzimas

relacionadas cor la sintesis del DNA  que afectan a los linfocios en la continuacion del

h
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ular normal v a 1a supresion de la mitosis de los hnfocitos {Tabla 1X)

Los resultados obtemidos en los tratamicntos de los extractos de Vicia faha v vive
tienen el mismoe efecto de esumulo gue cuando los dos herbicidas son agregados en forma
directa, es decir, los metabolitos de los dos herbicidas awnentan la cantidad de células de
tercerz division en todos 10s tratamientos y se observa una disounucién en las frecuencias de
las células de primera division (Tabla X)

Posiblemente el compuesio active v los metabolitos de ¢ada uno de los herbicidas
actan para promover la aceleracion de la division de las células de fercera divisibn va sea
incrementande la disposicion de nutrimento para las células en cultivo la actuvacion de
enzimas gue Infervienen en la citocinesis, estimulando la sintesis de protefnas o la

participacidn conjunta con la fitohemaglutining adicionada a los cultivos de lmfocitos para

activar su divisidn
En la apreciacion de las metafases de tercera division v de los TM de los tratamientos
directos v con activacion metabolica se observa que los metabolitos tienen un grado de |
citoxicidad ligera con relacion al compuesic aciivo de los dos herbicidas que a la
concentracion de 1 5 mg'L de metnbuzina v a2 6.5 mg/L de ametrina ya no s¢ encuentran
células estimuladas, en cambio los tratamientos experimentales de los dos herbicidas
activados metabohicamentie por Ficw fabe legan a giercer todavia un  incremento en la
frecuencia de células de tercera division y una tendenciz a la disminucon del IM a
conceniraciones de 480 000 mg/l. de metribwnna y 490 000 mgL de ametnna  Ademnas, los
valores uniformes v muy sumilares del IR en los tratamientos directos v con la activacion
vivo reafirman lo antes mencionado sobre el gumento del CPL Estos valores no presentan

diferencias  sigmficativas con los testigos negativos, ademas s obsenvd la falta de
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correlacidn positiva enire la conceniracidn de ios herbieidas y el IR

Unz situacién que se ascmela a Iz del presente trabajo es la descrita por Calderon-
Segura v Espinosa-Ramirez (1998} con tratamientos directos de bunilate y de mohnate (4
horas} & los cultives de hinfocttos humanes y con activacibn metabolica m viro, se acelera el
ciclo celular mostrado por la mayoer frecuencia de célules metafésicas de tercera division, por
io tanto existe comcidencia en los dos trabajos de que las moléculas onginales de cada
plaguicida y sus productos metabolicos nducen a los hinfocitos a dividirse a una iasa mas
rapide, 1o cual se expresa en un alto porcentaje de metafases de tercera division que unplica la
activacion del ciclo celular més corto con una fraccién mayor de células ciclicas (3M).

Se corrobord ia eficiencia de la activacion metabélica de compuestcs quimicos por
Vicwa fuba m vivo por el método empleado por Calderdn-Segura (1993), Gémez -Arroyo ef
al {1993 v Calderdn-Segura ef ol {19%9)

Este trabaje coincide con el de los autores antes mencionados en el hecho de que la
fraccidn S10 no causa efecto sobre la CPL, el IM v el IR de los culuvos de linfocitos
humanos con relacién al testigo negativo (cultivo de lnfocitos — 5-BrdUrd), ya que no
presenian diferencias sigmficativas. en cambio si se observa un dafio adicional por el etanol
activado m vivo por las raices de Vrewr fuba en las células de primera v tercera divisiones
comparade con el testigo negatve (cultivo de hinfocitos * cxirecto de Vicwa faba sin

tratamiento) {Tables IX v X)

(¥
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CONCLUSIONES

Los herbicidas meinbuzina y ametrina (triazinas) son mutdgenos mdirectos que se
achvan 2 fravés del metabohsmo vegetal

La actuvacién meiabdlica de Vice faba para el etanol {festigo positive) en estos
expenmentos comprueban que si hay un efecto sobre ia frecuencia de CHs de los cultivos de
linfocitos promovido por metabolitos de ametrina vy metribuzina contenidos en los extracios
de las raices de esta planta.

Los compuestos quimicos de los herbicidas en exposicion directa a los hinfocitos en
cultivo, fueron mas c:lotoxicos que sus metabolitos contenidos en el extracto de Vicia faba

En exposicion directa la metribuzina fue mas citotéxica a bajas concentraciones que la
ameinna

Hay una correlacion postiiva entre la concentracion de los herbicidas ametrina v
metribuzing y la frecuencia de ICHs en las células menstematicas de Vicws faba

La metnbuzina esiimula la division de los linfocitos, observandose el aumento tanto
en la frecuencia de células de tercera divisidn como del IM con respecto al festigo negalive,
pero cuando se incremento la concentracion estos valores disminuyen

Los linfocitos humanos expuestos en forma directa 2 la ametrina presentaron un
aumento de células de tercera division, siendo mas notable en concentraciones de 2 3 mg/L

Al exponerse fos linfocitos directamene a concentraciones alias de ametrina sufren la
dismunucion en el 1M

La metnbuzina y ametrina son transformadas por el metabolisme de Vicier fuba. pues
provocaron un efecto citotéxico.

Se suglere de acuerdo con Fedtke (oitade en Hatzos 1988) 5 Naylor {1979} que las

o
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fases de transtormacton de metribuzina v ametrina llevadas a cabo pot Vicwa fuba vy que
provocaron ei dafio son la conjugacion v el proceso de N-desalquilacion, respectivamente
Como conclusién general se considera que los herbicidas metnbuzina ¥ ametring y sus
metaboltos  producen efecios crtotéxicos sobre los linfocitos humanos en cuitivo lo que
podriz representar un moiive para  coninuar ios estudios de mutagenicidad v

carcinogenicidad
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TABLA LINTERCAMNSIOS JE CROMATIDAS BERYMIANAS D CID0S POR A%
EN LidFOULEGS HUMVAMOS EN CLLTIVOS
Experimente i Experimento [1
- X : EE X = EF
{estigo negativo 1y 051 38 043 } B
Banol3600mgl 3§ 019 B
Cultno de Infoeros o
Tratamientes directos
Me/L
15 47z 029 44 042
290 38 (29 40 041
25 19 018 46 049
50 12 033 4 1 28
&5 o se observaron celulas en 0 se observaron celulas en
125 dnasion division
200 . -
300
50 0a 1000

Corresponder a un expenmrenio v . replicd
]

n=25 metafases
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TaRUA ILVINTERCAYBICE 28

Tesugo regatine S
_Eranal 3600 mo/l e o I 2 7

Culoive de bnfoctos

Tratarmient 0s directos

ta
PR
=

i~

1

da

mg/L
iE 43 0335
20 39 38
A 48 033
an 42 029
6 4 ~o se observaron celuias en drasion
2s
w00
40
500 a 1000

&
Promedios de dos eapermmenios
i
w50 metafases
No se chiuvieron diferencias sigs iicat vas snive Los lestigos v cads grupo de rratamiento por anzhiss ce

varignza F =117, p > 0002
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TABLA IILINTERTUAMBIOS BE CROMATID 48 HERVIANAS INDLTIBOS POR METRIBUZINA
EN EINFOCOITOS HLMANGS EN CL LT 0.’
Eaperimento |

Ex;@rlmmto it

- " -k X' - E
Testigo negativo 36 031 38 43
Branol3600mgl 48 019 Al 09
Cultive de linfocrios
Tratarentos directos
mg 'L
03 46 043 3g ¢34
04 37 035 40 036
s 43 (28 4] 25
i 39 Q19 3R 014
[ No se observaron células en  No se observaron células en
g A . + .
- division division
34

30 0a 00l

Corresponder a un exoerirento 3y su reolica

n=2% neraizees



TABLA  Iv. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS  HES
METRIBLZINA EN LINFOCITOS HL VANOS EN CLLTIVD.

N EE e
Testigo negalng 3y 40e7
Etanol 3600 mg/L o 44 0z4 o
Cultive de unfoctios
Tratamientos directos
mg/L
a3 13 038
14 39 035
05 45 G 26
10 39 017
1 8 No se observarosn células en division
200
300
S0 0a 1000

o
Promedios de dos experimenios

b

n=30 metafases
No se obtuvieron diferencias significativas entre jos Jestigos v cads grupe de trate iente por anaiisis de
vartanza F — 0 7297 2> 0001
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PABE ANV DFTERAVENACION DE PROTEINAS (zg/ul ) POR EL METODO DE BRADFORD EN LOS EXTRACTOS
D1 AS RAICES DE Viua faba TRAT 4D4S CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE METRIBUZINS.

X - EE

Testige Negalivo
Exiractos de (dlves ge
Froa faba sin tratamiento 148 068
Exzractes de races de

Vicia faba watadas con

Etano! 3600 mg't - _ 149 _bos o
Extractos de taices de
Vicug faba tratadas cor
Memnbuzina (mg/l)
50 137 133
RN 153 24
300 178 219
730 159 02!
1000 149 054
2504 160 {46 |
3000 138 P21
0% 156 028
B0 163 013
00 158 nas
8004 157 07¢
12000 s J14
130040 il 020
20006 30 073
480900 26 084

LS
Promedios 88 Toaim INpET TIRIVOS
*Iyferencias 918 whicdi'vas ce acuerdo con'a gruehs de comparac-ores multiples de Stede™i- hewman-Keuls

F=ad4T4p D58
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TABLA VI DETERVUINACION DF PRGTEINAS (agiui ) POR EL MFTODO DE BRADFORD EN LOS EXTRACTOS
__ DE LAS RAICES BE b fube VRATADAS CON BDIFERENTES CONCE N RACIONES DE AMETRINA.

0, S |
Testigo Negauvo i
Extractos de raices ae

Jieia fabe sio tratamemo 14 064 o

Lxtractos de raices de
Yoesor fuber tratadas con
Lranol 3600 mg/ll L las 088
Extractos de raices de
{rewar fuba tatadas con
Ametrina {mgL)

50 159 073
206 140 08l
250 157 094
500 14 4 034 ‘
750 152 047 i
000 153 176
2300 147 287 ‘
5000 147 035
6000 151 | 61 |
8007 144 076
36000 148 035
W00 151 v os
390000 i) 0322

Promedios ce CUatio experimenios
o s eoluniecon deferencias s'guficannas entre el testige y Jas concentraciones al a0 oa o 2nalise u2
varanza (ANOVAY F - (8108 27 0edds



TABLA VIL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERVANAS INDL CIDOS POR METRIBL ZinANY
AMIETRINA CON LA ACHYACION METABGLICA BE Yiua fuba ¥ LINFGOIVOS

HUV4NOS EN CULTIVEGT
_Eaperimento |

'S - E X"
Testgo 56 032 -8
Etano! 3600 mg/L AR 020 A0
Testigo Negativo
Cultivo de linfocitos —
Extractos de raices de
Ficg foba sinuatamente 0 68 024 69
Testgo Posiivo
Cultivo de linfocitos -
Extracios de raices de
Picra faba tratadas con
Etarct 2600 ma/l L S I+ 42
Cultive de linfocrros —
Extracios deraces dae
Ficra faba tratadas con
Metrbuzing (mwl)
750 52 138 83
1000 ) 021 g7
2300 90 023 o0
3000 83 021 ER
3000 6 117 g7
6000 %8 121 848
TOGG 33 e §&
8000 87 029 g4
12000 § 3 23 38
15000 g0 327 82
20000 56 o3 a4
480000 55 i P
Culnive de wnfociios —
Extractos de raices de
Vicr fobu iretadas con
Amerrina mgfl
75, 815 03 N2
2500 Ll RS g3
GO0 83 Von 57
RO N - AR & ¥
2000 v R N
SUHIGG o2 27 B0
490L00 3 12 n

CCoresponden & ud expermerioy s eshal L 2T s as

Cxperimento il

[ae)
[}
B3

Pt B o Iy T o
s ) 12
— 2 A

fae]

1y —
N e

P e B B
TR OU LD s
PR N

&

|



TAZL A VIR INTERCAMBIOC De CROMATIUAS HERMF}Y\AS INDLOIDOS POR METRIBLZINA Y
AMETRINA CON LA AU ACION METABOLICA DE Fura fuba. EN LINFOCITOS
HUMANOS EA CLLTIVO "
. . X e EE
Teso .51 oxm o
Ewnol 300mgl 43 013 _
Testigo Negative
Cultree ge hinfocitos »
Extractos de races de
Fria faba sin Tralgmiento o 68 uw _
Testigo Posmvo
Cultivo de Linfocnos —
Extractos de races de
[ 11 fuba tratadas con
_Etano] 3600 mg/l e 94 016 B
Cultivo de linfociios — i ’
Extractos de raices de
[ i faba tratadas con
Metribuzina (/L)
730G g2 022
1000 Q7% 019
250G 9 0* 015
3000 8 5% 017
S0CC 86" G2
a000 3 g* [
TO00 &5 0.9
800 5o J21
12002 8 o* J2n
1000 8 4% G
20000 g s 0139
480000 oger 05
Cutive ge cnfoenes -
Eatractos de rarces de
Treiet fabo tatadas con
Amenra e L
BT 8
3 g3
3 5
26"
88~
9 5= AN
8 3% 019

1os de eos expemmenios = 3 celu as

*Se obiuyeron diferery as sig

-
S REATSE T

araehd e campaiason mulunle gz Sewman-Keus, g~ 000!

00001

crtavas antre 1os legigos 3 cada eoupe expenmenial Jor and'ists
v oo =00 056 P o= 09 886, el hajorde p e

apacandn'a
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TABLA N IRECLENCIAS DE (

COINDICES DE REPLICACION (IR} Y MITOTICO

ErLi LAS TN PRIMVIERA, ST

~DA 3 TERCERS DIVISIONES

LT

(ivDy Bk LOS LINFOCITOS HLUMANGS

AN CLLTIVGS FRATADOS €ON METRIBLZINA Y AMETRING SIN LA ACTIVACION
VIET ABOLICA DE Vicww faba”

Tratamientos direcios

— Ml M2 M3 CAIRT Mt
Testigo negatn o e 4z 07 11 67 45 - 42 23:-01 42204
Tesugo posx_t-uo - i
_Etanol 3600 mg/L 9= 14 W30 57 250 23=032 332007
Metmibuzina {mg/L)
03 = 21 29 00 63F = 60 2601 64% £007
¢4 3072 50 15%x 42 35 = 40 222003 60F+01
03 12+ 40 gk+ 14  T79% + Q7 27001 607x03
1C 374 14 48+ 30 49 - 14 2501 53*£02
I3 0 se observaron celulzs estimuiadas
24
40
A0 -
Sula 10000
_Tesngo negatn o o i3z=90 1 3805
Testige posno h
Eranol 3600 mg L 13230 37t 14 30%sed4 2172005 342007
Amemrina {mg/ L)
Vi 3= 00 46 - 07 51=412 2401 06*=02
24 g =4 2914 63* 70 2502 42007
25 ¥ 00 1*Fx2i TE 22 2700 201007
S0 W go ITrl4 83 -14 267407 165204
? < 0 se obsen aron cewlas estimiagas”
ol
360

A e OO

E]

Proriediog de dos expenmerion -
1

n=

V]

4

de N enamnboscasos pe b

o . d
2000 celuds TND SC emcont al

M1

DS Miniwe de Replicacon ~ TMI-TW2-30M37100, “Indice Mitouso,

On MPZUn Tpo de celula mitanca

*Se phmury o1 (LIBEACIAS SIOT TaalvaS SATE 108 lesteos y cada vrupo axperanental apheando la prucha



AU | il || g il § LU LA

FABLA M FRECLENCIAS BDF CEILAS EN PRIVERA SEGLNDA Y IFRCERA DIVISIONES
EIMDICES BF REPLICACION (IR) ¥ VIITOTICG (13D DI LOS LINFOCITOS HLMANDS
ENCULTIVOS TRATADOS CON METRIBLZINA Y AMETRINA CON LA ACTIVACION
METABOLICA BE Vi fuby’

[ratamientos con el m@m?smo? vivo

M M2 M3 %R M

Etaiol 3600 mg L 26-49 37000 3753 24 -008  35-00
Test.ygo posttive T - T B
Etzno! 3600 mg/l.

Mas la fraccion S10 18* =00 38+77 44* - 238 23-04 13206
Tesugo negativo
Fraccion S10 Jjlr3s 31+£35 35-00 20-0U3 S04
Testigo negatrnve _23:0 3642 4l+42 21=01 318
Metzbuzina (mg/ L) o T
750 24 128 35z35 41107 2 4% =03
1000 W4 32 £l 4 43% 28 2 SRRV
2560 16 =00 33 =42 51%135 2530 47 -02
3000 R 24%+3 38 61 - 07 Tasugs 11 0!
5000 13% _2; 4% =21 63 =00 250402 37 =03
7060 0r =28 36 x4z 34570 24=009 35 :G3
8000 14" =42 20 +00 66% =63 15002 3003
1500¢ 13235 25%=14 62% =350 I5-008 23 =04
20000 i2# =315 217400 67 =00 2T-0 20F -G
180300 6 =2 0% -238 FA% L5 262007 NN RS
Anietrning (mg—U B - -
750 G =14 33x07 38* =21 JT=ine
250 27207 20"+ 00 44 =77 e-00
8000 254256 19 x00 56" 56 Tzl
8000 20142 3321 47* -6 3 OF -0t
30000 12> 35 23 =00 65% -85 [Ra
0000 TEA0C 257114 587 -84 e g
490000 9*z38 267277 SRF -2 LEL

4 ) I, o o o o -

Promedios de dos evpenmerios = 1D S, Vindice de Replicacion =1A11=2M2- 003 100 “lacice Mido we
! 00 celulas ~Se oorusieron aiferencias sigmificativas entre los testigos v cadr LTUNe RPN T e
shiardo fa prueba de ' er ampos casos p < 003




AMETRINA EN Fiow fuba.”

Zaperimenic 1

N

ABLA X1 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS INDL CIDOS POR METRIBUZINA Y

Experumento I

X EL - EE
Testigo negativo 286 047 ile o 038
Races de Froa faba
tratadas con
Metrbuzina {mg/L}
250 EY 056 237 342
300 34 037 338 42
750 159 0o 149 075
1000 516 068 56 o
3000 550 039 329 (48
486000 370 047 560 056
_Testigo negativo _3:C 066 b 2 o4y
Raices de Vrewr faba
iratadas con
Ametrina {mg/L)
250 e 057 At 062
500 333 034 32 049
750 120 068 474 027
1000 447 060 465 039
3400 4% 1 054 AT 034
490000 527 049 523 067

z R [
Comresponden a un experimenta v su "epl'ca

n= 25 células




BECROVIATIDAS HERVANAS 1NDL CIDOS POR METRIZ ZIV 1Y
\

Tesugonegatng
Rawes de e faba
rratadas con
Metnbuzina {mg/L)

50

560

750

1060
3000

_ 480000

Testigo negativo
Raices de Vrawa faha
tratadas con
Ametrina {mg/L)
250
300
750
1000
3000

490000
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F i S N VE R
N o SR Y s R OS]
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) s Lt L

%
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ErY

w
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£
[S I o B o R Wt
=
=

¢ Promedios de dos expenmentos, "a= 50 celulas

*Se obtuvieron diferencizs yanificativas entre los teshigos ¥ cada grupo expenmenial por analivis

de vananza Fyprrmizsa "709 09, Fanama=356.11, el valor de < 00001, aplicance ie precba
de comparacion mukimle ag Vewman-Keuls p <0 061
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Fig. 5. Via metabolica de sencor {memnbuzing} 2n plartas supanores
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No. de metafases
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No. de metafases

Concentracion de metribuzina {(mag/l.}

Fig. 8. Crretca de prohiferacion de infostos humanos expuestos a concentraciones direclas de metnbuzina

Concentraciones de emetring {mgl
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No. de metafases

Concentracion de metrisuzina {mglL }

Fig. 10 Ciréuce de probiferacion de bnfocitos humanos expuestos & diferertes coacentrac.ones ce Tet husna

aeT v acien netabohca de P fuba (1n vive)
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