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RESUMEN 

Los insecticidas organofosforados son ampliamente usados en la agricultura, el 

hogar, la jardinería etc., para el control de diversas plagas, por lo que la población 

humana está expuesta a éstos. Debido a que su principal actividad tóxica reside en la 

inhibición de la acetilcolinesterasa una enzima que no es exclusiva de los insectos, 

estos compuestos pueden producir efectos negativos en la mayoría de los organismos 

expuestos, más aún, su biotranformación por plantas incrementa la relación con ellos, 

debido a los residuos que permanecen en éstas, por lo que existe la posibilidad de 

daño genotóxico a los consumidores, así por ejemplo, el metabolismo del 

organosfosforado paratión en mamíferos in vivo genera al paraoxón un potente 

inhibidor de la acetilcolinesterasa, por su parte los sistemas vegetales han demostrado 

ser también efectivos para metabolizar a los agentes xenobióticos, como la activación 

de arilaminas por Nicotiana tabacum a productos mutagénicos para Salmonella 

typhimwium. Las enzimas involucradas en la activación definen la genotoxicidad de 

los productos finales tanto de plantas como de animales destacando las peroxidasas 

en el sistema vegetal, por lo que en este trabajo se evaluó su actividad. La 

biotranformación de agentes xenobióticos en mutágenos activos en plantas 

superiores ha creado la necesidad de evaluar los efectos en ellas y en el ambiente 

debido a que son la base de la cadena alimentaria y por lo tanto de la salud humana. 

Los plaguicidas evaluados en este estudio, no provocan por sí mismos daño 

mutagénico debido a que son altamente tóxicos, causando muerte a las bacterias, por 

lo que se decide evaluar su comportamiento promutágenico. En el presente trabajo, se 

encontró que el metabolismo se ve afectado por el daño de las células vegetales 

provocado por los insecticidas, aunado a su baja actividad peroxidasa por lo que no se 

encuentra efecto mutagénico en los tratamientos. 
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INTRODUCCION 
Antecedentes 

Algunos factores importantes que favorecen el incremento en la incidencia de 

cáncer incluyen el estilo de vida, los hábitos personales, la dieta, cambios ambientales 

causados por actividades industriales que propician la liberación de productos 

químicos al ambiente, la contaminación de aire, agua, suelo y la contaminación 

potencial de alimentos. Otras causas de riesgo incluyen ciertos compuestos que son 

principalmente encontrados en los ambientes laborales (arsénico, asbestos, berilio, 

cromo, radón, níquel, cadmio, etc.); elementos en la dieta, como es el bajo consumo 

de frutas y vegetales; componentes genéticos que predisponen a la acción 

carcinogénica (Yu, 2001). 

La mayor parte de la producción agrícola se atribuye al uso de agentes 

químicos para mantener elevadas cosechas y cultivos de alto rendimiento, siendo 

parte integral para el éxito de esta industria (Margni el aL, 2002). No obstante, los 

efectos benéficos en el control de diferentes plagas muchos de éstos agentes químicos 

pueden poner en riesgo al ambiente y al hombre (Hu y Kulkarni, 1998), debido al 

posible daño genotóxico que causen, considerando su gran uso en las aplicaciones 

domésticas como industriales (Ündeger y Ba,saran, 2002). Estudios experimentales 

revelan que varios ingredientes de agroquímicos tienen efectos a nivel genético, 

induciendo aberraciones cromosómicas, mutación génica o daño al ADN (Bolognesi y 

Morasso, 2000). Así, su uso en la agricultura sin la protección necesaria 

principalmente de los agricultores puede conducir a alteraciones en el material 

hereditario y el posible desarrollo de algunos tipos de tumores (Ündeger y Basaran, 

2002). 
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El monitoreo biológico se refiere a la medición y la evaluación de agentes 

químicos y/o sus metabolitos para evaluar la exposición y el riesgo a la salud con base 

en métodos validados (Hoet, 1996), siendo un elemento importante en estudios de 

valoración del riesgo de exposición ocupacional particularmente a los que se dedican 

al trabajo agrícola, con el propósito de prevenir (He, 1999). 

La biomasa vegetal del planeta (aproximadamente de 1.8 x 1012 toneladas de 

peso seco) puede ser una forma de reexposición a los agentes tóxicos ambientales 

debido a su capacidad metabólica para incorporarlos en diferentes partes de las 

mismas, por lo que su bioacumulación juega un papel importante en la modificación y 

la distribución a través de las cadenas tróficas por lo que su estudio puede ser 

preponderante en la toxicología ambiental (Plewa y Gentile, 1982; Sandermann, 1992; 

Plewa el al, 1995). 

Activación metabólica en plantas y su papel en la mutagénesis 
ambiental 

Los plaguicidas han contribuido sustancialmente al mejoramiento de la 

productividad agrícola permitiendo obtener altos rendimientos, además de controlar 

la mayoría de plagas, incluyendo vectores de enfermedades tanto humanas como de 

animales, así como las especies no deseadas que causan perjuicio o que interfieren con 

la producción agropecuaria y forestal (SEMARNAP-INE, 1999). El potencial tóxico 

de los plaguicidas es, en buena parte, responsable de esta dicotomía; por una 

parte, su capacidad para destruir las plagas es una poderosa herramienta para el 

control de las mismas y a la vez, esta característica los hace potencialmente 

dañinos para la salud y el ambiente (Ortega et al, 1994). 

La mayoría de los plaguicidas aplicados a tierras agrícolas pueden afectar a 

diferentes organismos por su baja especificidad, contaminar el suelo, el aire y el agua. 

En años recientes se ha incrementado la preocupación en cuanto a su uso, ya que 
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constituyen un riesgo para la población en general a través de sus residuos en el 

suministro alimenticio (Margni el al, 2002). 

Plewa y Gentile (1982) definieron como mutágeno ambiental a un agente físico 

o químico liberado al ambiente que puede alterar el genoma o sus propiedades 

funcionales. Un promutágeno es un agente químico, que sin ser mutágeno 

propiamente, puede ser biotransformado a mutágeno. 

Los promutágenos son agentes químicos que requieren del metabolismo para 

aportar productos mutagénicos (Gichner el al., 2001). La capacidad de las plantas 

para biotransformar xenobióticos promutagénicos a mutágenos fue demostrado por 

VelemiskY y Gichner (1968) en Arabidopsis lhaliana que modifica algunas 

nitrosaminas hacia sus ultimas formas mutagénicas, de esta manera el término de 

activación por plantas se refiriere a este evento (Plewa, 1978). Varios estudios se han 

realizado para establecer los aspectos bioquímicos involucrados en la transformación 

de promutágenos a productos mutagénicos (Chiapella el al, 2000). 

Se han realizado numerosos estudios para entender el destino metabólico de 

plaguicidas tanto en el sistema vegetal como en el animal (kulkarni y Hodgson, 1980). 

Los promutágenos en las plantas pueden ser activados o constituir conjugados 

estables de peso molecular alto, que pueden ser secuestrados en vacuo las celulares o 

en el material de la pared celular y se liberan cuando son consumidos por humanos o 

animales (Plewa y Gentile, 1982). La evaluación de los efectos provocados por los 

agentes ambientales sobre las propias plantas, además de su acumulación en aquellas 

que son comestibles, es primordial y lo es aún más si se considera la posible 

biotransformación de estas sustancias en mutágenos activos, para proteger tanto el 

ambiente como la salud humana. 
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Metabolismo vegetal (biotransformación de plaguicidas) 

Las plantas son capaces de metabolizar muchos xenobióticos por oxidación, 

conjugación y pueden compartamentalizar estos productos en sus tejidos (Lamoreux 

y Rusness, 1986). La biotransformación por plantas o activación metabólica es el 

proceso por el cual un promutágeno es convertido a mutágeno (Plewa, 1978; Plewa y 

Gentile, 1982; Lhotka el al, 1987; Seo el al, 1993). 

Algunos autores (Sterling, 1994; Romero, 2003) concuerdan en que los 

productos tóxicos generados por plantas a partir de su metabolismo, dependen de 

diversos factores como son: el tipo de compuesto, sus propiedades físico-químicas, la 

concentración aplicada, las rutas metabólicas que se involucran, lo que implica 

diferencias en su toxicidad, pudiéndose incrementar, disminuir o no afectarse después 

de la activación. 

La biotransformación de los plaguicidas y en general de los xenobióticos puede 

llevarse a cabo en las plantas superiores a través de diferentes reacciones: primarias 

"fase 1" en la que ocurre la transformación, dada principalmente por las 

monooxigenasas del citocromo P-450, incluyen reacciones que involucran procesos 

degradadores y que pueden activar o desactivar al compuesto original como son la 

oxidación, la reducción y la hidrólisis; secundarias "fase 11" representada por 

reacciones de conjugación principalmente por las glutation s-transferasas (GSTs) y 

las glucosiltransferasas (GTs). Los productos conjugados presentan nula o baja 

fitotoxicidad, pero poseen alta polaridad y son solubles en agua, cuya movilidad 

limitada los predispone a la acción enzimática de las reacciones de la "fase 111", las 

cuales son de compartamentalización, los intermediarios son conjugados primarios o 

secundarios de residuos insolubles en agua, que pueden ser incorporados a los 

organelos celulares (vacuo la ), ubicarse en el citoplasma o adherirse a polímeros de 

6 



lignina (fracciones de pared celular) es posible que no sean fitotóxicos pero de 

cualquier forma se desconoce su destino final y su actividad tóxica. Las enzimas de 

estas rutas de desintoxicación (citocromo P450, GSTs, GTs) tienen gran similitud con 

las que se encuentran en el hígado de mamíferos, de tal manera que las plantas se 

consideran como "hígados verdes", los cuales pueden actuar como vertederos de 

agentes químicos ambientales (Sandermann et al, 1977; Shimabukuro et al, 1981; 

Sandermann, 1994). 

El conocimiento sobre los sistemas de desintoxicación en plantas se ha 

incrementado rápidamente en años recientes, siendo identificados primero en plantas 

de importancia económica, como trigo, maíz y avena (Frear y Swanson, 1970; 

lablonkai y Hatzios, 1993) en árboles (Schóder et al., 1990; Pflugrnacher y Schóder, 

1995) y también en varios cultivos celulares (Sandermann et al, 1991; Wetzel y 

Sandermann, 1994). Aunque se tiene poca información en helechos y musgos sobre 

las actividades de las enzimas, citocromo P450, GSTs y GTs. (Dhindsa, 1991; 

Pflugrnacher y Sandermann, 1998 a, b) limo y macrofitas marinas (Vilter y Glombitza, 

1983; Mehrtens, 1994; Pflugrnacher y Steinberg, 1998). Sin embargo, cada vez hay 

mayor evidencia de la existencia de enzimas de desintoxicación de xenobióticos, por 

ejemplo Pflugmacher et al, (1999) describe 9 especies de macro algas marinas entre 

las que se incluyen Rodofitas, Cromofitas y Clorofitas, que presentan enzimas de las 

fases 1 y 11 de la ruta de desintoxicación de xenobióticos. 
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Activación vegetal (Oxidaciones) 

Las plantas tienen un papel clave en la circulación de xenobióticos y sus 

intermediarios, la xeno-bioquímica involucra el establecimiento de principios 

moleculares de desintoxicación de compuestos extraños y la identificación de 

mecanismos de regulación de su metabolismo. El interés por las enzimas 

participantes en el metabolismo de xenobióticos en plantas se ha incrementado 

durante los últimos años (Khatisashvili el al, 1997), siendo las oxidaciones las 

reacciones más importantes en la biotransformación de éstos compuestos (Dohn y 

Krieger, 1981) Y varias enzimas que pueden ser importantes en el papel oxidante 

(Lamoureux y Frear, 1979). 

En animales, la oxidación de xenobióticos se considera que es llevada a cabo 

principalmente por las oxidasas de función mixta usualmente con un citocromo P450 

(CYPs) como oxidación terminal. En plantas, varios tipos de enzimas oxidantes como 

son las CYPS, peroxidasas, lipooxigenasas y posiblemente otros sistemas enzimáticos 

pueden estar implicadas en la oxidación de xenobióticos, aunque no se sabe 

exactamente cuales enzimas son las más importantes (Fonné-Pfister el al, 1988; 

Higashi, 1988; Plumagcher y Sandermann, 1998 a y b; Sandermann, 1988, 1992; Durst 

y Benveniste, 1993). 

En relación a esta actividad, existe gran progreso en la literatura asociada al 

metabolismo oxidante de plaguicidas, propiedad exclusivamente atribuida por mucho 

tiempo a la fracción microsómica de las monooxigenasas dependientes del citocromo 

P450 tanto en animales como en plantas (Kulkarni y Hodgson, 1980). El citocromo 

P450 (p450 ó CYP) en mamíferos, comprende una superfamilia de enzimas que 

catalizan la oxidación de una amplia variedad de xenobióticos como drogas, agentes 

químicos tóxicos y carcinógenos así como sustancias endobióticas como esteroides, 

ácidos grasos, vitaminas y prostaglandinas. Muchos estudios sugieren que la mayoría 
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de los carcinógenos químicos en el ambiente no son activos por sí mismos en 

reacciones con el ADN, no obstante inducen tumores sólo después de la activación 

metabólica por medio de una gran variedad de enzimas del metabolismo que incluyen 

a P450 (Oesch-Bartlomowicz y Oesch, 2004). 

Durante la década pasada, se ha determinado el papel de las enzimas P450 en 

la activación de procarcinógenos y promutágenos en mamíferos, en las que se 

involucran: CYP 1A1 y 1B1, 2E1 Y 3A4 entre éstas, P450 CYP 1A1 Y 1B1, son 

proteínas extrahepáticas en humanos y se ha reportado que son capaces de activar 

carcinógenos en mamíferos (Buratti el aJ., 2002; Oesch-Bartlomowicz y Oesch, 2004). 

Por otra parte, una función de las CYPs en plantas de importancia 

económica, y la cual es solo parcialmente entendida, es su papel en la desintoxicación 

de herbicidas (Moreland el al., 1993; Bolwell el al, 1994; Frear, 1995; Thies el al, 

1996), donde proveen el primer paso en el proceso de la desintoxicación, responsable 

de la selectividad de los herbicidas en una amplia variedad de combinaciones 

herbicida-planta. En otros sistemas vegetales éstas enzimas participan en numerosas 

funciones críticas y en muchas rutas biosintéticas, especialmente se involucran en la 

producción de metabolitos secundarios como: triterpenos, alcaloides, 

fenilpropanoides, fitoesteroles, pigmentos, fitoalexinas, giberelinas, etc. (Durst y 

Benveniste, 1993; Durst y O' Keefe, 1995; Hallahan y West, 1995; Schuler, 1996; 

Schalk el al, 1997; Chaple, 1998; Tijet el al., 1998) así como también intervienen en 

varias reacciones relacionadas en el metabolismo de xenobióticos (Riviére y Cabanne, 

1987; Higashi, 1988; Robineau el al, 1988; Sandermann, 1988, 1992). 

En contraste con la abundancia del cito cromo P450 en el hígado de mamíferos, 

en varias especies de plantas esta hemoproteína es usualmente muy baja (Durst el al, 

1992). Por consiguiente, existe la necesidad de explorar rutas alternas para la 
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oxidación de xenobióticos, en este sentido se sabe que las peroxidasas son capaces de 

metabolizar este tipo de compuestos han sido extensamente empleadas por-muchos 

investigadores como modelo hemoproteico en estudios sobre la oxidación de 

xenobióticos. Estas enzimas son incluso más eficientes en el metabolismo de varios 

xenobióticos en plantas que las CYPs (Chiapella el al, 2000). En adición a las 

peroxidasas, las lipooxigenasas son otras proteínas catalíticas capaces de realizar una 

variedad de reacciones de oxidación de xenobióticos de manera eficiente (Hu y 

Kulkarni, 1998). 

Las peroxidasas son abundantes y están ampliamente diseminadas en las 

plantas, pueden constituir en ellas la primera línea de defensa e incrementan su 

actividad bajo la exposición a ozono, contaminación, radiación, desórdenes 

nutricionales, lesiones, infecciones, salinidad, edad, además de intervenir en la 

suberización, la elongación celular y la lignificación (Plewa el al, 1996; Laukkanen el 

al, 1999). Catalizan en general dos tipos de reacciones de oxidación: la clásica 

peroxidación, que requiere peróxido de hidrógeno y la oxidación que utiliza oxígeno 

molecular (Sandermann, 1982). 

Las enzimas peroxidasas son ubicuas en el reino de las plantas. Pueden 

catalizar N- ó C- hidroxilación, N-sulfoxidación, N-acetilación, halogenación, 

deshalogenación ó descarboxilación. Las reacciones de peroxidación normalmente 

proceden como se muestra: 

Peroxidasa + H2 O2 --------Peroxidasa 1 (Fe03
+ ) 

Peroxidasa 1 + AH2-------- Peroxidasa 11 (Fe02+) + AH 

Peroxidasa 11 (Fe02+) + AH2 _________________ Peroxidasa + AH 

2AH------ productos 
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El peróxido de hidrógeno es el sustrato astringente para la peroxidasa 

AH2: es un sustrato no específico que funciona como donador de hidrógeno (Plewa et 

al, 1991). 

Por otro lado, las lipooxigenasas fueron redescubiertas como otras proteínas 

catalíticas eficientes capaces de realizar una variedad de reacciones de oxidación de 

xenobióticos (Hu y Kulkarni, 1998). Entre sus funciones destacan la regulación del 

crecimiento, desarrollo, senescencia, respuesta a heridas y otras formas de estrés 

(Siedow, 1991). Las lipooxigenasas presentan actividad cooxidasa, lo que las involucra 

en el metabolismo oxidante de varios agentes químicos endógenos y xenobióticos 

(Siedow, 1991; Kulkarni et al, 1993). 

Células Vegetales 

La capacidad de las plantas para metabolizar agentes extraños ha sido 

demostrada en el campo y en el invernadero, siendo difícil establecer diferencias 

entre las reacciones catalizadas por los microorganismos, por los constituyentes del 

suelo o por la luz, de las reacciones verdaderas de la planta. El empleo de cultivos 

celulares evita éstas confusiones (Cortés-Eslava, 1993). 

Líneas metabólicamente competentes de varias plantas han sido usadas como 

indicadoras de daño al ADN. Los promutágenos pertenecen a muchas clases de 

agentes químicos que han sido activados a genotóxicos, en los que se incluyen, 

promutágenos solamente activados por el metabolismo de las plantas dependientes de 

la fotosíntesis (Day et al, 1989), inclusive las algas, han mostrado su capacidad de 

activar metabólicamente (Plewa, 1989; Plewa et al, 1993, 1996; Podstavkova et al, 

1997). 
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Muchos agentes químicos son mostrados como promutágenos en el sistema de 

activación por plantas (Plewa y Gentile, 1982), aunque hay poca evidencia sobre el 

mecanismo o los mecanismos que participan. En algunas sustancias el proceso de 

activación puede ser similar para el sistema vegetal como animal; otros son 

activados por plantas, pero no por animales (fracción S-9), como es el caso de los 

herbicidas atrazina y cianazina (Plewa y Gentile, 1976; Plewa el al, 1984). 

Las células en suspensión han demostrado tener elevada capacidad de 

activación como la línea celular TX1 de tabaco al metabolizar arilaminas a 

productos que son mutagénicos en las cepas TA98 y YG1024 de Salmonella 

typhimurium (Plewa el al, 1991; Gichner el al, 1995) además de secretar al medio 

de cultivo donde se encuentran, componentes macromoleculares de matriz: pudiendo 

ser, polisacáridos de pared celular o materiales intercelulares, además de las enzimas 

de activación (Stavevra el al, 1997). 

Coriandrum sativum 

El cilantro (Coriandrum salivum L.) es ampliamente distribuido y cultivado 

por semillas que contienen un aceite esencial (mayor al 1%) además del 

monoterpenoide linalool como principal ingrediente activo (Wichtl, 1994). Las 

semillas son una especia popular que tienen uso sobresaliente en la medicina 

naturista para el tratamiento de parásitos del estómago, indigestión, reumatismo y 

dolores articulares (Wichtl, 1994). Otros estudios han reportado su acción 

hipoglicémica y sus efectos sobre el metabolismo de los carbohidratos (Gray y Flatt, 

1999; Chithra y Leelamma, 2000). Los componentes volátiles del aceite esencial de 

semillas y hojas inhiben el crecimiento de microorganismos (Delaquis el aJ., 2002) Y 

también evita la peroxidación lipidica (Anilakumar el al, 2001; Tanabe el al, 2002). 

El extracto de las hojas presenta efecto antioxidante en mayor proporción que en las 

12 



semillas (Wangensteen et al, 2004), estudios más recientes del extracto evidencian 

que presenta propiedades antimutágenicas frente a aminas aromáticas ·· en S. 

typhimurium (Cortés-Eslava et al, 2004). 

El cilantro (Coriandrum sativum ) es una planta incluida en la dieta que se 

ingiere sin cocinarla como un ingrediente de diferentes ensaladas y salsas pudiendo 

tener consecuencias epidemiológicas significativas (Cortés-Eslava et al, 2001). 

Plaguicidas 

Los plaguicidas son productos agroquímicos tóxicos diseñados para prevenir, 

controlar o combatir las diversas plagas, enfermedades y malezas que atacan los 

cultivos agrícolas, bloqueando sus procesos fisiológicos (Restrepo, 1992), 

representando un grupos de agentes químicos con estructuras diversas y actividad 

biocida (Kulkarni y Hodgson, 1980). 

Los plaguicidas cubren un gran rango de componentes incluyendo, insecticidas, 

fungicidas, herbicidas, molusquicidas, nematocidas, rodenticidas, herbicidas, 

germicidas (Margni et al, 2002), que contienen más de 1000 sustancias activas, co

formulados con otros materiales incorporados en cerca de 35,000 preparaciones que 

se conocen como plaguicidas (He, 1999). 

Hay muchas clasificaciones de los plaguicidas por su origen: sintético o natural; 

por el tipo de organismo al que atacan, etc. De acuerdo con su toxicología: los 

organoclorados presentan cloro en su molécula y agrupan un considerable número de 

compuestos sintéticos, tienen una gran estabilidad físico-química, además de elevada 

persistencia en el ambiente, actúan por inhibición de la enzima citocromo oxidasa que 

interviene en el intercambio gaseoso en animales con sangre y desestabiliza al sistema 

nervioso; los organofosforados son fundamentalmente ésteres del ácido fosfórico, son 
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menos persistentes en el ambiente con relación a los organoclorados, pero tienen un 

alto grado de toxicidad al inhibir la acetilcolinesterasa tanto de insectos como de 

mamíferos, la mayoría son sistémicos, su biotransformación se realiza mediante las 

enzimas oxidas as, hidrolasas y transferasas; carbamatos este grupo corresponde en su 

mayor parte a derivados del ácido N-metil-carbámico, son de acción sistémica similar 

a los organofosforados y los Piretroides actúan sobre el sistema nervioso además de 

que no se acumulan en el organismo y no persisten en el ambiente. 

Debido a las grandes ventajas que representaban estos productos, su uso se 

generalizó ingresando a los mercados mundiales, llegándose a utilizar en exceso, lo 

que ha incrementado la resistencia de plagas, obligando a la aplicación de 

cantidades cada vez mayores de plaguicidas, lo que ha estimulado la elaboración de 

productos nuevos y más tóxicos (Ortega el al, 1994). 

La exposición a plaguicidas ocurre en los procesos de manufactura (mezcla, 

carga y empaquetamiento), así como en el almacenamiento, en la preparación y su 

aplicación. Los efectos tóxicos agudos son fácilmente reconocidos, mientras que los 

efectos de la exposición a largo plazo a bajas dosis son frecuentemente difíciles de 

distinguir (He, 1999). 

Los plaguicidas son mezclas complejas, que contienen además del ingrediente 

activo, otros componentes, como disolventes, agentes emulsificantes y aditivos 

(Ündeger y Basaran, 2002), por lo que existe inquietud mundial, que está 

relacionada a sus residuos en los alimentos los cuales se han incrementado durante los 

últimos 30 años. Esta situación ha llevado a implementar regulaciones de límites 

máximos de residuos (MRLs) en diferentes productos agrícolas (Haib el al, 2003). 

Los insecticidas son predominantemente neurotóxicos . para humanos, presentándose 
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la mayor proporción en los países en desarrollo (He el al, 2002). Debido al impacto 

ambiental relacionado a su uso abundante y a la gran población expuesta, es 

importante determinar los efectos y los riesgos para el desarrollo de parámetros que 

podrán ser utilizados en la toma de decisiones sobre la seguridad de su uso (Bucheli y 

Fent, 1995; Castro et al, 1999). Sin embargo, hay un número limitado de 

bioindicadores para la evaluación de los efectos de exposición a plaguicidas que son 

reconocidos y validados a nivel mundial (Castro et al, 1999). 

Para determinar el potencial de contaminación por plaguicidas existen modelos 

que se agrupan en cuatro principales: 1) Transferencia de modelos como el 

desarrollado por Leonard (1990) donde evalúa el destino de las sustancias, el método 

hace enfasis en la conducta de los plaguicidas en el ambiente y frecuentemente ignora 

los efectos sobre la población o los ecosistemas; 2) método de Ranking usado por 

Kovach et al (1992), Jouany (1995) y Newman (1995) en el que se incorporan 

diferentes efectos en el ambiente, pero la evaluación de cada uno es realizado sin 

referencia para su cálculo y no considera el impacto ambiental (Kulluru et al, 1996); 

3) Evaluación ambiental del ciclo de vida donde se valora el impacto en todos los 

ciclos de vida. Métodos como son CML 92 ó el Ecoindicador (Goedkoop 1995) 

incorporan al mismo tiempo varios plaguicidas considerando datos tóxicos y 

ecotoxicológicos pero no su destino en el ambiente; recientemente el Ecoindicador 99 

combina el destino de las sustancias y el análisis de exposición con la estimación 

toxicológica en humanos y en los ecosistemas; 4) Margni et al, (2002) proponen un 

modelo para evaluar el impacto de los plaguicidas sobre los ecosistemas terrestre 

acuático y a la salud evaluando los efectos de exposición (inhalación, vía alimentos o 

agua potable). Los modelos descritos representan el impacto general ambiental, en 

los que no pueden ser considerados todos los factores como valores absolutos, ya que 

dependen del comportamiento de éstos en el ambiente, la cantidad aplicada y su 

ecotoxicidad. 
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Los organofosforados 

La síntesis química de los organofosforados inicia aparentemente a partir de 

1820 con la esterificación de alcoholes hacia ácido fosfórico. A pesar de que la síntesis 

de numerosos compuestos organofosforados ocurrió a principios de 1900, su toxicidad 

potencial se desconocía. Entre 1930 y 1940, grupos guiados por Saunders en 

Inglaterra y en Alemania por Gerhard y Schader produjeron varios compuestos muy 

tóxicos, para su posible uso en la guerra, los más notables fueron sarin y sornan, 

ambos fosforofluoridatos y tabum un fosforocianidato. El grupo de Schader produjo 

el primer insecticida organofosforado comercial, incluyendo el tepp en 1937, dimefox 

en 1940, scharadan (OMPA) en 1942 y el paratión en 1944. Después de la Segunda 

Guerra Mundial con el conocimiento de los datos de investigación de Schader, el 

interés en los insecticidas organofosforados creció rápidamente. Los primeros 

insecticidas resultaron efectivos, al mismo tiempo mostraron una toxicidad elevada 

para los mamíferos, produciéndose en 1950 el malatión, uno de los organofosforados 

más seguros que se tenían en el mercado, para 1959 se elaboraron más de 50.UOO de 

éstos compuestos. En 1970 más de 200 insecticidas organofosforados se vendían en 

todo el mundo. El aumento de la resistencia de plagas y por otro lado, la venta de 

nuevos insecticidas más seguros comenzó el decremento de su uso, aunque aún 

permanecen como un grupo importante para el control de diversas plagas (Krieger, 

2001). 
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Estructura química y clasificación de los insecticidas organofosforados 

La estructura general de los insecticidas organosforados (OF) puede ser 

representada por un fósforo central y cuatro sustituyentes que lo rodean 

inmediatamente (Fig. 2). 

~ 
~ 

SeO) 

R10>11 
P-x 

RO 
2 

Figura 2. Estructura primaria de los organofosforados 

La estructura primaria se representa como: L, el llamado "grupo saliente" es el 

más reactivo y variable. El termino "grupo saliente" se debe a que este sustituyente es 

desplazado cuando el organofosforado fosforila la acetilcolinesterasa, la primera 

enzima blanco, además de tener mayor susceptibilidad a la hidrólisis. R¡ y R2 son 

menos reactivos y son comunmente grupos alcoxi pero pueden ser alquil, aril, alquiltio 

o alquilamino. X, es oxigeno o azufre (Krieger, 2001). 

Los (OF) constituyen una gran familia de insecticidas que están relacionados 

estructuralmente por ser derivados del ácido fosfórico, su forma de acción 

toxicológica está asociada primariamente con la capacidad del compuesto o sus 

metabolitos para inhibir la enzima acetilcolinesterasa (AchE) dentro del tejido 

nervioso y las uniones neuromusculares (Sultatos, 1994). Las tres clases de 
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insecticidas organofosforados son: los fosforotioatos, los fosforoditioatos y los 

fosforoamidotiolatos (Mileson el al, 1988; Chambers, 1992) como ejemplo de los 

insecticidas organofosforotioatos están cloropirifos, paration y diazinon, los cuales 

son inhibidores débiles de la acetilcolinesterasa, pero activan metabólicamente 

(desulfuración) a sus análogos de oxigeno correspondientes (oxón), convirtiéndose en 

potentes inhibidores de la acetilcolinesterasa, esta toxicidad potenciada se debe a que 

el oxón tiene una alta afinidad para fosforilar el residuo de serina hidroxilado dentro 

del sitio activo de la acetilcolinesterasa. La potencia tóxica es dependiente del balance 

entre la dosis llevada al sitio blanco y la tasa de bioactivación y/o desintoxicación 

(Sultatos, 1994). 

La población mundial esta expuesta a los insecticidas organofosforados, 

debido a su uso en el control de plagas del hogar, césped, jardín y lugar de trabajo, 

además de su utilidad en la agricultura comercial. Los plaguicidas representan la 

mayor fuente de contaminación ambiental, anualmente 2.9 x 109 Kg aproximadamente 

de ingrediente activo se consumen en todo el mundo. De estos, los insecticidas 

organofosforados son mundialmente empleados y son contaminantes ambientales 

(Wagner el al, 2003). 

La resistencia de las plagas a los insecticidas ha propiciado el incremento de su 

aplicación y la elaboración de mezclas, como ha ocurrido en China donde se venden 

916 tipos de estos compuestos, de los cuales el 94.3% son para uso doméstico (Niu y 

He, 2001) donde predominan los organofosforados (He el al, 2002). 

La mayoría de los OF se encuentran como fosforotioato o formas "tio" (P=S) 

los cuales son inhibidores débiles de la acetilcolinesterasa (Sams el al, 2000). La 

presencia de plaguicidas en el desarrollo fetal, produce efectos negativos al 

inhabilitar ésta enzima (Das y Barone, 1999; Moser, 1999). Además, se han descrito 
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como inductores de anormalidades morfológicas del esperma (Wyrobek y Bruce, 

1975; Behera y Bhunya, 1989; Mathew el al, 1992; Jayashree el al., 1994) y por 

afectar otras características de éste, incluyendo la calidad del semen en humanos 

(Padungtod el al, 1999), ésta morfología anormal debida a la exposición a 

plaguicidas es usada como prueba de cambios genéticos en el esperma (Wyrobek el 

al, 1983). En pruebas puntuales que indican daño genético directo, producen efectos 

negativos como aberraciones cromosómicas, micronúcleos en médula ósea de ratón 

(Jayashree el al, 1994) Y aneuploidías en espermatozoides de humano (Padungtod el 

al, 1999). 

Ometoato (folimat) 

Es un insecticida organofosforado usado ampliamente en países en desarrollo, 

presenta componentes poco degradables en el ambiente o por tratamientos del suelo 

(Cheng el al 2002). En procesos de biorremediación se comprueba su tóxicidad en 

especies de Aspergillus en altas concentraciones aún cuando éstos tienen una 

capacidad alta de biodegradación, a concentraciones no tóxicas se logró remover este 

plaguicida mediante el metabolismo de varios de estos organismos (Meng el aJ., 2004). 

Metil paratión (folidol) 

Es un plaguicida organofosforado muy persistente en el suelo y la vegetación, 

se utiliza ampliamente en la agricultura mexicana (Cortés-Eslava el al 2001), aunque 

en los Estados Unidos de América, su uso está restringido (Wagner el al, 2003). Es 

altamente tóxico en mamíferos e insectos, después de ser convertido a metil paraoxón 

(MePO) a través de la desulfuración realizada por las CYP. Esta reacción de 

oxidación se lleva a cabo en el hígado y en tejidos extrahepáticos incluyendo el 

cerebro. El MePO se une estrechamente al grupo hidroxilo del residuo 230Ser 

presente en la acetilcolinesterasa, su inhibición da como resultado la acumulación de 

acetilcolina (Ach), el neurotransmisor que actúa en la sinapsis colinérgica y en las 
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uniones neuroefectoras en el sistema nervioso central y periférico. La acumulación de 

Ach, es responsable de estimulación colinérgica excesiva y resulta en toxicidad aguda 

tanto en mamíferos como en insectos (Albores el al, 2001). En estudios anteriores 

realizados por Brusick el al (1980) el metil paratión no ha causado mutagénesis en 

E. coli y S. typhimurium, sin embargo provoca daño clastogénico en meristemos de 

raíz de Allium cepa, Vicia faba y Gosspium barbadense (Singh el al, 1970; Ranvidran, 

1971; Amer y Farah, 1974). 

Metil Azinfos (gusatión) 

El metil azinfos [ácido fosforoditioico,S-(3,4-dihidro-4-oxobenzo 1,2,3- dx

triazin-3-ilmetil) O,O-dimetil fosforoditioato] no es sistémico, es ampliamente 

utilizado para el control de gran variedad de insectos en cultivos, en plantas 

ornamentales, bosques, etc., se encuentra en el séptimo lugar de los plaguicidas más 

empleados en los EUA en 1997 (USEPA, 1998). En Argentina ha sido reportado 

como el principal plaguicida aplicado en la producción de frutas en la región del Valle 

del Río Negro y en los ríos de Neuquén, al norte de la Patagonia (Flocco el al, 2004). 

Es uno de los plaguicidas organofosforados que resulta más tóxico para organismos 

como insectos benéficos, aves, pequeños mamíferos, peces, invertebrados acuáticos y 

el hombre (USEPA, 1998). La combinación de estos efectos tóxicos y su gran uso ha 

incrementado la amenaza a la vida silvestre y a la salud humana (Flocco el al, 2004). 

Tamarón (metamidofos) 

Es un organofosforado comercializado como monitor o tamarón (O,S,-dimetíl 

fosforamidotiolato), su acción insecticida tiene amplio uso en cultivos como algodón, 

col, tabaco, remolacha de azúcar, lechuga, papa y árboles frutales (Khasawinah el al., 

1979; WHO, 1993). La actividad anticolinesterasa del metamidofos induce un 

decremento de dicha enzima en el plasma de ratones (Zayed el al, 1984), la 
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inhibición de la colinesterasa en sangre puede ser usada como un índice adecuado de 

exposición (Burruel el al. , 2000). Además de sus efectos anticolinérgicos, es conocido 

por provocar el "retraso de polineuropatías inducidas por organofosforados" en 

animales experimentales (Khasawinah el aJ., 1979; WHO, 1993). La exposición 

prenatal a tamaron® en ratas Wistar resulta en un decremento significativo de los 

receptores colinérgicos, los cuales regresan a la normalidad entre las 3-4 semanas de 

edad (Dvergsten y Meeker, 1994). Los OF afectan el desarrollo celular al alterar la 

actividad y la re actividad de la adenilato ciclas a que forma parte de la cascada de 

señalización celular y que no está restringida a blancos colinérgicos o tejidos neurales 

(Song el al , 1997). Asímismo tiene la capacidad para inducir cambios genéticos en 

células espermatogénicas transmitiéndose los efectos en los hijos de padres 

expuestos a este OF (Burruel el al, 2000). 
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OBJETIVOS: 

-} Evaluar la posible actividad mutagénica directa de los insecticidas 

organofosforados: ometoato (folimat), paratión metilico (folidol), metil azinfos 

(gusatión) y metamidofos (tamaron) en las cepas TA98 y TAlOO, de 

Salmonella typhimurium. 

-} Analizar la capacidad de las células de cilantro (Coriandrum sativum) como 

sistema activador de los insecticidas organofosforados: ometoato (folimat), 

paratión metilico (folidol), metil azinfos(gusatión) y metamidofos (tamarón) 

de inducción de mutaciones revertantes en las cepas T A98 Y T AlOO, de 

Salmonella typhimurium. 
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HIPÓTESIS 

Como los insecticidas organofosforados ometoato (folimat), paratión metílico 

(folidol), metil azinfos (gusatión) y metamidofos (tamarón) causan daño geno tóxico 

indirecto, se espera que éstos sean promutágenos activados por sistemas vegetales y 

que por lo tanto se exprese como mutación revertan te, al emplear las células de 

cilantro (Coriandrum sativum) en suspensión como sistema metabolizador y como 

indica,dor del daño genetico las cepas TA98 y TAlOO de Salmonella typhimurium a 

través del ensayo de cocultivo célula vegetaVmicroorganismo. Asimismo los 

mecanismos moleculares de la mutación involucrados son corrimiento del marco de 

lectura y sustitución de pares de bases. 
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, 
MATERIALES Y METanos 

Ensayo de Ames 

El valor del ensayo de mutagenicidad de Ames en Salmonella typhimurium ha 

sido claramente confirmado como una prueba enfocada hacia la detección de 

mutágenos y carcinógenos potenciales. Desde mediados de los setenta éste ensayo es 

usado rutinariamente a manera de tamiz para la predicción de carcinógenos en 

animales (Flückiger-Isler, 2004). Es aceptado ampliamente como un estudio de corto 

término en bacterias para identificar sustancias capaces de producir daño genético 

que puede conducir a mutaciones en los genes. Esta prueba utiliza varias cepas de 

Salmonella con mutaciones previas que dejan a la bacteria sin la posibilidad de 

sintetizar el aminoácido histidina, por lo tanto, no crece ni forma colonias en su 

ausencia. Nuevas mutaciones en el sitio de las preexistentes o cerca de estos genes 

puede restaurar nuevamente su función de síntesis de histidina en las células. Así 

estos nuevos mutan tes pueden crecer en ausencia de histidina y formar colonias. Por 

esta razón, la prueba es frecuentemente referida como el "ensayo de reversión" 

(Mortelmans y Zeiger, 2000). 

Las cepas usadas en la prueba de Salmonella, presentan diferentes mutaciones 

en varios genes dentro del operón de histidina, cada una de estas ha sido diseñada 

para responder a mutágenos que actúan por medio de diferentes mecanismos, para 

este estudio se manejaron la cepa T AlOO que responde a agentes que causan 

sustitución de pares de bases y la cepa T A98 a los que provocan corrimiento del 

marco de lectura (Maron y Ames, 1983). De forma complementaria, son aún más 

sensibles, debido a mutaciones adicionales para responder a una amplia variedad de 

sustancias, entre las cuales se encuentran (Mortelmans y Zeiger, 2000): 
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-<} Una deleción en los genes uVIB-bio, que elimina el mecanismo de reparación 

por escisión, permitiendo mayor número de lesiones en el ADN al llevarse a 

cabo la reparación "propensa al error" en éste, además hay deleción del gen 

de biotina por lo que no puede sintetizar este aminoácido por sí misma. 

-<} Una mutación rfa que conduce a una pared celular de lipopolisacaridos 

defectuosa que cubre la superficie de la bacteria, que la hace más permeable a 

agentes químicos voluminosos que normalmente no penetran en la pared 

celular normal. 

-<} La introducción del plásmido pKM101 promueve la mutagénesis causada por 

agentes químicos y por UV, además de contener el factor R que confiere a la 

bacteria resistencia a ampicilina siendo este un marcador conveniente para 

detectar la presencia del plásmido. 

U no de los bioensayos de corto término análogo al sistema de activación por 

microsomas en mamíferos (prueba de Ames) usado para evaluar la potencia 

mutagénica de agentes químicos fue desarrollado para analizar la activación de 

promutágenos por sistemas vegetales y es conocido como el ensayo de coincubación 

célula vegetal/microorganismo, siendo un método muy sensible (Plewa et al, 1983) 

cuando se usan células de tabaco (Nicotiana tabacum) algodón ( Gossypium 

hirsutum), zanahoria (Daucus carrota), maíz (Zea mays) o hierba del pollo 

(Trasdescantia paludosa) (Plewa et al., 1989) coincubadas con un organismo que 

indique el efecto genético (Cortés-Eslava et al, 2001), como Salmonella typhimurium. 
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4-nitro-o-fenilenediamina (NOP) 

Es una ami na aromática monociclica derivada de la anilina y sirve como modelo 

para el estudio de la activación de anilinas por sistemas enzimaticos de plantas (Gentile el 

al. 1985), ya que estos compuestos son productos de degradación de muchos plaguicidas 

(Lamoreux y Frear 1979). Se ha descrito que la NOP es genotóxica en la prueba de letales 

recesivos ligados al sexo en Drosophila y en la recombinación mitótica de levaduras 

(Natarajan y Obe 1986). También induce aberraciones cromosómicas en células de 

mamífero en cultivo (Perry y Searle 1977). Es usado en tintes para piel, formulaciones 

de colorantes para el cabello, no es carcinógeno y en estudios realizados en células 

de médula ósea de ratón in vivo en el ensayo de micronúcleos no es positivo en los 

animales tratados (Soler-Niedziela el al, 1991), no obstante se tienen pruebas 

positivas en ensayos de corto término de genotoxicidad in vilro. La NOP se conoce 

por ser un mutágeno directo, cuyo efecto mutagénico puede ser potenciado bajo 

condiciones del metabolismo vegetal (Gentile el al, 1985, 1986). 

Preparación de bacterias 

Las cepas de prueba se mantienen a -80 oc. De éstas, se inocula en medio 

liquido nutritivo Oxoid No. 2, en agitación constante (125 rpm) y a temperatura de 

37 oC para su proliferación (16 horas). De este cultivo se siembran en cajas de Petri 

con medio el cual contiene histidina/biotina para obtener placas patrón. 

Para corroborar que las bacterias, tengan las mutaciones preexistentes 

requeridas, es necesario comprobar si dichas características continúan presentes en las 

placas patrón. Para esto se realiza la verificación por separado de: 1) el plásmido de 

resistencia a ampicilina que se realiza a partir del cultivo liquido de bacterias de 16 

horas (cultivo de toda la noche), con la ayuda de un asa se forman estrías paralelas en 

cajas de Pe tri, que previamente han sido adicionadas con ampicilina, 2) La mutación 

rfa, para la cual, el cultivo de toda la noche (16 horas) se centrifuga a 6500 rpm a 4 oC 
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durante 10 minutos, el botón celular se resuspende en 10 mI de amortiguador de 

fosfato de potasio 10 mM con 7.4 de pH, se siembra 250 ¡..tI de éstas en agar de 

superficie que contiene histidinalbiotina y se procede al vaciado en la caja, una vez 

solidificado el medio se le coloca un círculo de papel filtro, al que se le agrega cristal 

violeta 0.1% (20 ¡..tL). Para ambas pruebas las cajas se incuban por 48 horas. La 

resistencia a ampicilina se observa cuando hay crecimiento donde se realizaron las 

estrías y la presencia de la mutación rfa provoca un halo de inhibición de 

crecimiento hasta donde alcanzó ha difundir el colorante. 

Ensayo de mutagenicidad 

A partir de la caja patrón se toma una porción de la colonia y se coloca en 

medio líquido nutritivo Oxoid No. 2, durante 16 horas en agitación constante (125 

rpm) a 37 oc. A continuación, las bacterias se centrifugan a 6500 rpm, a 4 oC, durante 

10 mino El botón celular se resuspende en amortiguador de fosfato de potasio 10 mM 

con un pH= 7.4. Las células bacterianas se mantienen en hielo hasta su uso. 

En frascos para cocultivo de 8 mL, estériles se adicionan 2.25 mL de 

amortiguador de fosfato con pH= 7.4, las diferentes concentraciones del insecticida y 

finalmente 250 J.1L de la bacteria y posteriormente se incuban por 90 minutos a 28 oC 

en agitación constante a 125 rpm en oscuridad. 

Una vez incubado, en tubos de ensaye con 2 mL de agar de superficie a 45 oC, 

se agregan 250 J.1L de cada uno de los frascos de cocultivo se agita en vórtex y se 

distribuye en cajas de Petri que contienen medio mínimo. Se realiza un triplicado por 

cada frasco. Se mantienen en incubación por 48 horas a 37 oC . Todo el ensayo se 

efectúa en oscuridad con el fin de evitar que los compuestos fotosensibles tengan 

algún cambio. El conteo de colonias se realiza, sin conocer los tratamientos debido a 

la utilización de claves desconocidas para el observador. 
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En cada ensayo de mutagenicidad directa se incluyen: el testigo de reversión 

espontánea (testigo negativo) que para la cepa TA98 se encuentra en el intervalo de 

20-50 colonias y para la TA100 en el intervalo de 100-200, como valores estándar para 

éstas cepas (Mortelmans y Zeiger, 2000), este testigo contiene 2.25 mL de 

amortiguador de fosfato de potasio 10 mM pH= 7.4 Y 250 J..lL de la bacteria; el testigo 

positivo de mutagenicidad que contiene 2.25 mL de amortiguador de fosfato de 

potasio 10 mM pH= 7.4, 100 J..lg de NOP y 250 J..lL de la bacteria. En este caso se 

utilizó el DMSO como disolvente para los plaguicidas, por lo cual se incluye el testigo 

con 2.25 mL de amortiguador, 100 J..lL de DMSO, 250 J.:LL de la bacteria con lo que se 

descarta una posible mutagenicidad inducida por dicho compuesto. Los ensayos se 

efectúan con las cepas TA98 y TAlOO. 

Ensayo de activación metabólica 

Preparación de células vegetales de Coriandrum sativum. 

A partir de callos de Coriandrum sativum en medio sólido (MX) a 37 oC y 

protegidos de la luz, se aíslan 3 g para ser sembrados en medio cultivo liquido (MX), 

por cada 10 mL, manteniendo los matraces protegidos de la luz y en agitación 

constante 125 rpm a 37 oC durante 7 días. Este cultivo se mantiene en hielo hasta su 

uso. 

En frascos para cocultivo de 8 mL, estériles se adicionan 2.25 mL de células 

vegetales, las diferentes concentraciones de cada insecticida y 250 J..lL de bacterias. Se 

incuba por 90 minutos a 28 oC, en agitación constante a 125 rpm y en la oscuridad. 

Continuando con el sembrado en cajas de la forma descrita arriba. 
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En el ensayo de activación metabólica se incluyen; el testigo negativo que 

contiene 2.25 mL de células vegetales y 250 IlL de la bacteria y el testigo de activación 

vegetal con 2.25 mL de células vegetales, 100 Ilg de NOP y 250 IlL de la bacteria. Los 

ensayos se efectúan con las cepas T A98 Y T AlOO. 

Contenido de Proteínas y determinación de la tasa de reacción peroxidasa 

Su cuantificación se realizó después de cada ensayo de cocultivo 90 minutos, 

para la suspensión de células vegetales y para los tratamientos con la presencia de los 

diferentes plaguicidas en concentraciones de 10 y 500 IlL por frasco de cocultivo. El 

contenido de proteínas fue obtenido por el método de Bradford (1976), para lo cual 

se realizó la curva estándar con albúmina bovina sérica. Asimismo, se analizó la 

actividad peroxidasa por 5 minutos cada minuto. Se incluyó el dietilditiocarbamato 

(DEDTC) como testigo ya que es un inhibidor de ésta actividad (Gichner et al, 1994). 

La actividad peroxidasa fue determinada como sigue: 

Tasa de reacción 
peroxidasa 

A 470 

t min 

( v) / P 

Donde A 470 es la absorbencia a 470 nm, €470 es el coeficiente de extinción del 
tetraguayacol (26.6 mM-1 cm- 1 

), 1 es el ancho de la cubeta en centímetros y ves el 

volumen de la reacción en litros, p es el contenido de proteína en Ilg y t min es el 
tiempo en minutos (Gichner et al, 1994). 
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RESULTADOS 

Los datos obtenidos se muestran en las tablas 1 a 3 y corresponden a dos 

experimentos, el análisis estadístico se realizó con el paquete 1 NSTAT, se presentan 

el promedio, el error estándar, y los datos del análisis de varianza y de Neuman

Keuls para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos y el 

testigo. Las tablas 1 y 2 muestran la reversión espontánea de los testigos de 

mutagénesis directa y con activación metabólica, así como los resultados obtenidos de 

manera directa y en presencia de las células vegetales. Asímismo se pueden ver las 

concentraciones crecientes de cada uno de los insecticidas por frasco de cocultivo, 

cabe señalar que éstas son el resultado de curvas de toxicidad, evitando así dosis 

muy elevadas y por ende citotóxicas. Por otro lado, es importante hacer referencia a 

que dichos plaguicidas fueron disueltos en dimetil sulfóxido (DMSO) una vez que se 

comprueba que no tienen solubilidad en agua, por lo tanto se incluyeron testigos con 

dicho compuesto con el fin de corroborar su actividad mutagenica nula como se ha 

reportado. El criterio utilizado de inducción mutagénica es que se rebase al menos el 

doble de revertantes espontáneos (factor>2) y un efecto dosis-respuesta (ABmann 

el al, 1997). En ambas cepas las frecuencias de reversión espontánea en los testigos 

negativos estuvo dentro de los valores esperados (Maron y Ames, 1983). En la figura 1 

se muestra la reversión de la cepa T A98. 

En el testigo positivo para la cepa TA98 de mutagenicidad (NOP) sin 

activación metabólica, el aumento de colonias es significativo al compararlo con el 

testigo de reversión espontánea indicando su mutagénesis directa. El testigo positivo 

con activación que incluye la suspensión de células vegetales y la NOP, presenta gran 

aumento de colonias revertan tes comparándolo con el testigo de reversión y el 

testigo directo de la NOP, corroborando así la capacidad metabólica de las células de 

cilantro para potenciar su actividad mutagénica (Fig. 2). El testigo de mutagenicidad 

30 



directa (NOP) en la cepa T A100 presenta un número mayor de colonias revertan tes 

que el descrito para el testigo de reversión con diferencias significativas. El testigo de 

activación al compararse con los testigos anteriores es significativamente mayor 

(Tabla 1) 

En la tabla 1 también se muestran los resultados del los organofosforados con 

la cepa TA98. El ometoato provoca incremento significativo en las colonias 

revertantes, en la aplicación directa y con células vegetales en las concentraciones de 

10 Jlg a 100 Jlg por frasco de cocultivo al compararse con el testigo de reversión 

espontánea, el comportamiento de los tratamientos (sin activación y con activación) 

fue la disminución de colonias revertantes conforme aumenta la concentración, hasta 

que en concentraciones de 750 Jlg y 1000Jlg por frasco de cocultivo no hay crecimiento 

de colonias. Por otro lado, el metil paratión en las concentraciones de 10 Jlg a 250 Jlg 

presentan promedios similares con y sin activación metabólica a la reversión 

espontánea. En las concentraciones de 500 Jlg a 1000 Jlg se observa que, por un lado 

sin activación metabólica hay decremento drástico en el número de revertantes, 

mientras que con activación metabólica el descenso ocurre gradualmente hasta que en 

1000 Jlg por frasco de cocultivo no se observa crecimiento bacteriano. 

En el caso del metil azinfos cepa T A98 se nota la inhibición total del 

crecimiento bacteriano sin activación vegetal en todas las concentraciones evaluadas, 

mientras que en presencia del metabolismo se encuentran colonias revertantes en la 

concentración de 10 Jlg por frasco de cocultivo mostrando un promedio parecido a la 

reversión espontánea, después de ésta se observa la disminución gradual hasta que 

en la concentración de 1000 Jlg por frasco se evidencia el mismo comportamiento que 

en los tratamientos directos. 
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Con el insecticida metamidofos en las concentraciones de 10 a 500 f..lglfrasco 

de cocultivo el promedio de revertantes es similar a la reversión espontánea, aun 

cuando se incrementan las concentraciones, sin embargo en 750 y 1000 f..lg./frasco de 

cocultivo no hay colonias revertantes. Cuando se agregan las células vegetales se 

observa un comportamiento semejante, no hay una respuesta de aumento o 

disminución de colonias en las concentraciones de 10 a 500 f..lg, por frasco de cocultivo 

y en 750 y 1000 f..lglfrasco de cocultivo el descenso número de colonias es drástico 

hasta su total desaparición. 

En la tabla 2, se muestran los resultados de la evaluación de los insecticidas 

organofosforados en la cepa TA100. El ometoato presentó un comportamiento 

similar aplicado de forma directa y con la presencia de células vegetales en las 

concentraciones de 10 a 100 f..lglfrasco de cocultivo con valores semejantes a la 

reversión espontánea, la disminución de colonias revertantes ocurre a partir de 250 f..lg 

Y la ausencia total de éstas de 500 a 1000 f..lglfrasco de cocultivo. En el caso del 

paratión metílico aplicado directamente se nota que para las concentraciones de 10 y 

50 f..lglfrasco de cocultivo el número de colonias revertantes es parecido al espontáneo, 

continuando con su disminución a partir 250 f..lglfrasco de cocultivo y en 

concentraciones por arriba de ésta no hay crecimiento. En presencia de células de 

cilantro, no hay diferencia en las concentraciones desde 10 a 100 f..lglfrasco de 

cocultivo con respecto a la cantidad de revertantes espontáneos, mientras que de 250 

a 750 f..lglfrasco de cocultivo se observa la disminución gradual de las colonias 

revertantes yen 1000 f..lg no hay crecimiento de colonias. 

Cuando la cantidad de colonias de ambas cepas de Salmonella disminuyó a 

valores menores al de los testigos negativos y antes de que se suprimiera totalmente su 

crecimiento, se observó un fondo muy abundante, que denota la toxicidad (Figs. 3 y 

4), lo que contrasta con un desarrollo normal como se evidencia en la figura 5. 
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En el metil azinfos, sin células vegetales se evidencia que el crecimiento de 

colonias revertantes es menor a la reversión espontánea desde la concentración de 10 

Jlg, reduciéndose ésta cantidad excesivamente en 50 y 100 Jlg/ frasco de cocultivo, 

posterior a éstas se nota la ausencia de colonias. Cuando es cocultivado con las células 

de cilantro el número de revertantes en 10 Jlg es similar al valor basal, siguiendo su 

disminución en 50, 100, 250 Jlg, hasta que en 500 Jlg/frasco de cocultivo ya no se 

encuentra crecimiento. Para el metamidofos con y sin metabolismo vegetal exhiben 

un comportamiento similar a la reversión espontánea, de 10 a 100 Jlg/frasco de 

cocultivo, en 250 y 500 Jlg se muestra un efecto de disminución conforme aumenta la 

dosis, hasta que en 750 y 1000 Jlg/frasco de cocultivo se suprime el crecimiento de 

colonias revertan tes (Fig. 6). 

La tabla 3 presenta el contenido de proteínas y la actividad peroxidasa después 

de la realización del cocultivo. Los testigos tienen el comportamiento esperado, las 

células vegetales presentan el mayor contenido de proteínas y de actividad peroxidasa, 

mostrándose su inhibición con el dietilditiocarbamato con una menor cantidad de 

proteínas y de la actividad enzimática. La NOP no inhibe la actividad peroxidasa ni el 

contenido de proteínas. Los plaguicidas ometoato, metil paratión, gusation y 

metamidofos en la concentración de 10 Jlg/frasco de cocultivo presentan la mayor 

cantidad de proteinas y de actividad peroxidasa y se encuentran en el orden siguiente: 

ometoato, seguido por metamidofos, metil paration y gusatión. En la concentración 

de 500 Jlg/frasco de cocultivo se observa una disminución considerable del contenido 

de proteinas y la actividad peroxidasa en todos los plaguicidas incluso, su inhibición 

casi por completo como ocurre con el gusatión. 
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DISCUSIÓN 

El conocer los mecanismos por los cuales ocurre daño genotóxico en el ADN por 

exposición a plaguicidas es esencial para evaluar el riesgo a la salud y tomar decisiones 

sobre la seguridad de su uso (Bucheli y Fent 1995; Castro et al., 1999), ya que dichos 

eventos son el factor principal para considerar los efectos de la carcinogénesis y la 

toxicología reproductora. Muchos de los plaguicidas han sido investigados en una amplia 

variedad de ensayos de mutagenicidad involucrando mutaciones en los genes, alteraciones 

cromosómicas y daño directo al ADN (Bolognesi y Morasso et al., 2000). Los resultados 

de monitoreos biológicos o métodos citogenéticos para la detección de riesgos a la salud 

por el uso de plaguicidas han dado lugar a resultados tanto positivos como negativos de 

mutagenicidad (Ündeger y Basaran, 2002). 

Se ha establecido que la anilina NOP (4- nitro- o - fenilendiamina) presenta 

actividad mutagénica directa en ensayos con Salmonella typhimurium (Gentile et al., 

1985; Cortés-Eslava et al., 2001), corroborándose en este trabajo esta característica en 

ambas cepas, mientras que los plaguicidas ometoato, paratión metilico y metamidofos no 

lo inducen, por otro lado se expresa una enorme toxicidad. La disminución de colonias 

conforme aumenta la concentración indica la probable muerte por toxicidad, que se 

corroboró con la realización de observaciones del crecimiento de fondo o "background" al 

microscopio óptico (objetivo IOx), demostrándose la reducción en su cantidad y su 

ausencia a concentraciones iguales o mayores a 500 J.lg por frasco de cocultivo, con lo que 

se confirma el evento de toxicidad. Este comportamiento concuerda con las propiedades 

perjudiciales de los organofosforados por ejemplo, Cortés- Eslava et al. (2001) encuentran 

que el metil paratión en la prueba de cocultivo célula vegetal/microorganismo con la cepa 

T A98 de Salmonella es tóxico de manera directa a partir de los 45 J.lg por frasco de 

incubación. En el ensayo de Salmonella en tratamientos directos no es mutagénico para la 

cepa YG1024 (Wagner el al., 2003). 
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Las plantas tienen diversos paquetes enzimáticos con funciones múltiples; una de 

ellas es la desintoxicación de compuestos, trabajo continuo que evita el daño al ADN 

ocasionado por los compuestos tanto endógenos como exógenos, sin embargo los productos 

biotransformados no tienen forma de ser eliminados por un órgano excretor como en los 

animales, específicamente los mamíferos, por lo que simplemente son almacenados e 

inmovilizados en diferentes componentes de la planta, desconociéndose su toxicidad en 

ellas, así el estudio del metabolismo en los vegetales ha dado lugar a dos vertientes para su 

análisis. Por un lado, esta capacidad se ha utilizado en los procesos de biorremediación 

logrando disminuir la toxicidad de los compuestos además de atraparlos reduciendo así su 

cantidad en el ambiente, esta acción no es exclusiva de los organismos utilizados para 

dicho proceso, lo que involucra a la mayoría de los sistemas vegetales, incluyendo las que 

son para consumo, por lo que hay un riesgo de liberación de estos metabolitos, causando 

daño a ·los consumidores secundarios incluyendo el hombre, por lo que es indispensable la 

realización de pruebas de genotoxicidad y mutagenicidad de los plaguicidas y otros 

agentes químicos utilizados en durante la agricultura ya que puede darse un 

comportamiento sinérgico entre todos éstos potenciando su capacidad mutagénica. 

Mientras que con los insecticidas organofosforados en la cepa T A98 únicamente en 

el caso del ometoato se observan diferencias significativas con relación al testigo negativo, 

en los tratamientos sin y con la participación del metabolismo de las células de cilantro. 

Sin embargo no se nota incremento de la frecuencia de mutación revertante al aumentar la 

concentración ya que a partir de 250 J..lg las frecuencias disminuyen hasta abatirse 

completamente (Tabla 1), además de que no rebasan el doble del testigo de reversión 

espontánea (ABmann el aL, 1997). En el caso del metil paratión, metil azinfos y 

metamidofos no hubo incremento significativo de las colonias revertantes, sin y con 

activación, siendo el caso más drástico el del metil azinfos sin el metabolismo, donde el 

crecimiento fue nulificado completamente por la acción tóxica de este compuesto (Tabla 1). 
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Aplicados a las mismas concentraciones estos insecticidas en la cepa TAl 00 de 

Salmonella typhimurium no incrementaron la frecuencia de revertantes, evidenciándose 

nuevamente la mayor toxicidad del metil azinfos (Tabla 2). 

Es importante resaltar el hecho de que la similitud en las frecuencias encontradas 

entre los experimentos sin y con activación metabólica en ambas cepas de Salmonella, 

posiblemente son debidos a que todos ellos produjeron disminución de la actividad 

peroxidasa (Tabla 3), lo cual implica que estos compuestos tienen efecto citotóxico ya que 

están provocando la muerte de las células de cilantro, estos resultados coinciden con los 

obtenidos por Calderón-Segura (1998) quien describe el efecto fitotóxico del herbicida 

tiocarbámico butilate en Vicia faba, lo que ocasiona que al morir las células de la planta se 

evite el metabolismo de dicho compuesto. 

Asimismo, se ha mencionado que algunos agentes además de afectar la frecuencia 

de reversión, también pueden disminuir la viabilidad de las células vegetales en cultivo 

(Plewa et al., 1993). En el presente trabajo la ami na aromática NOP no provoca 

alteraciones en la viabilidad de las células vegetales ni tampoco de Salmonella, por lo que 

permite que las células de cilantro transformen eficientemente el compuesto observándose 

así su actividad promutágenica; pero, cuando se realizan los tratamientos con los 

plaguicidas, la toxicidad provocada por estos compuestos no permite la actividad 

metabólica, la cual se ve reflejada en la baja cantidad de proteínas yen la disminución de 

la actividad peroxidasa. Sin embargo en muchos de los estudios donde se muestra la 

genotoxicidad, la presencia metabolismo es esencial para potenciarla, por ejemplo el metil 

paration es transformado a metil paraoxon por medio de las enzimas del citocromo P450 en 

mamiferos e insectos (Albores et al., 2001) además, en la prueba de Ames se obtienen 

metabolitos mutagénicos en Salmonella cepa YG 1024 con la fracción S9 de mamiferos 

(Wagner et al., 2003). 
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Como se observa en este trabajo el metil azinfos presenta alta toxicidad la que es 

débilmente suprimida por la presencia del metabolismo vegetal, sin embargo la baja 

capacidad metabólica esta posiblemente relacionada con la disminución tan drástica de la 

actividad peroxidasa causada por este insecticida, cuya inhibición es aun mayor que la 

provocada por el DEDTC que se ha descrito como un eficiente supresor de dichas enzimas 

(Gichner et al., 1991). Con otros sistemas de prueba se ha demostrado que el metabolismo 

vegetal, es una condición para obtener un comportamiento promutagénico, así por ejemplo 

las células vegetales de tabaco tienen alta actividad peroxidasa (Chiapella et al., 1997) y 

pueden activar arilaminas en productos mutagénicos además se ha demostrado su 

capacidad para activar a este plaguicida detectando las mutaciones en las cepas T A98 Y 

TAI00 de Salmonella (Cortés-Eslava, 1993), en este trabajo esta actividad no se obtuvo 

debido a la muerte de las celulas de cilantro y por ende la baja cantidad de proteínas y 

peroxidasas que no fueron suficientes para que se llevara a cabo su posible activación. 

El metil azinfos ha sido probado en ensayos de mutagenicidad en Saccharomyces 

cerevisiae dando resultados negativos en estudios realizados por Bianchi et al., 1994, pero 

con la adición del diazinón presentó sinergia mutagénica. Asimismo fue positivo en la 

formación de aductos en presencia de S-9 por el método in vitro de pos-marcaje 

radioactivo con 32p_ (Shah et al., 1997). 

Con el metamidofos no hubo incremento significativo en ninguna de las cepas de 

Salmonella, notándose además que también hubo inhibición del metabolismo de las células 

de cilantro lo cual se relaciona con la inhibición de la actividad peroxidasa y disminución 

de la concentración de proteínas. En las concentraciones mayores del insecticida produjo la 

muerte de las bacterias. En otros trabajos la exposición a metamidofos está correlacionada 

con un incremento en el porcentaje de micronúcleos en células hematopoyéticas de ratón in 

vivo e in vitro (Amer y Sayed, 1987), provoca intercambio de cromátidas hermanas en 

células de médula ósea de ratón in vivo y cultivo de células de bazo in vitro (Amer y 

Sayed, 1987). 
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CONCLUSIONES 

Los plaguicidas evaluados en este estudio, no provocan por sí mismos daño 

mutagénico debido a que son altamente tóxicos, causando muerte a las bacterias. Al 

evaluar su comportamiento promutágenico, mediante el ensayo de cocultivo célula 

vegetal/microorganismo se encontró que el metabolismo se ve afectado por el daño a 

las células vegetales provocado por los insecticidas, aunado a su baja actividad 

peroxidasa comparado con otros estudios donde se reporta mayor actividad 

enzimática, sin embargo las células vegetales disminuyen la toxicidad de los 

plaguicidas observándose colonias en las concentraciones más altas, sin embargo no se 

observa efecto mutagénico en los tratamientos. 

Las enzimas involucradas en la activación definen la genotoxicidad de los 

productos finales en plantas, las peroxidasas son las más importantes en la activación 

de xenobióticos, y en este estudio su actividad fue menor a la reportada en estudios 

anteriores con células de cilantro aún así se obtuvo la mutagenicidad de la NOP, lo 

que indica que probablemente los insecticidas fueron muy tóxicos aún para las células 

vegetales. 
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Tabla 1. Mutagenicidad inducida por los insecticidas organofosforados: ometoato, metil paratión, metil azinfos y metamidofos aplicados 
directamente y metabolizados por cilantro (Coriandrum sativum) en Salmonella typhimurium cepa TA98. 

Revertantes por caja a 

Testigos Sin Activación Con..Activación 
X±EE X ± EE 

Amortiguador 
30.5 ± 1.8 

Amortiguador + NOP b 

146 * + 6 -
Amortiguador + Cels. 
vegetales 30.8 ± 3.0 
Coriandrum + NOP 633* ± 29 

Ometoato Metil paratión Metil azinfos Metamidofos 
Tratamientos 

--- _. ----"--
/-lg/fco de sin con sin con sin con sin con 
cocultivo activación activación activación activación activación activación activación activación 

10 57* ± 4 52* ± 5 31 ± 2 38 ± 5 Ot 38 ± 6 42 ± 2 42 ± 4 

50 53* ± 3 61 * ± 7 31 ± 3 37 ± 5 Ot 12t ± 4 44 ± 6 49 ± 2 

100 54* ± 3 59* ± 7 28t ± 3 31 ± 4 Ot 6t ± 2 38 ± 7 47 ± 1 

250 46 ± 3 38 ± 5 26t ± 2 30 ± 2 Ot 2t ± 1 37 ± 4 42 ± 9 

500 35 ± 4 25t ± 2 6t ± 3 19t ± 4 Ot Ot 27t ± 3 30 ± 3 

750 ot 27t ± 3 Ot 20t ± 4 Ot Ot Ot Ot 

1000 Ot Ot Ot Ot Ot Ot Ot Ot 
- --- -- - - . .. ...... 

a Promedio de dos experimentos ± Error estándar 
b 4,nitro- 0- fenilendiamina Se obtuvieron diferencias significativas mediante el análisis de varianza para ometoato F= 9_23 P<O_OOOl. metil paratión F= 5.739 
P<O.OOOl. metarnidofos F= 2.66 p< 0.01. metíl azinfos F=18.87 P<O.OOOl. 
t Valores menores a las frecuencias del testigo negativo son provocados por toxicidad 
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Tabla 2. Mutagenicidad inducida por los insecticidas organofosforados: ometoato, metil paratión, metil azinfos y metamidofos aplicados 
directamente y metabolizados por cilantro (Coriandrum sativum) en Salmonella typhimurium cepa TAl OO. 

Revertantes por caja a 

Testigos Sin Activación Con Activación 
X+EE X+ EE 

Amortiguador 
143 ±.. 4.0 

Amortiguador + NOpb 214* + 6.0 

Amortiguador + cels. 146± 5.0 
vegetales 
Coriandrum + NOP 311 * + 7.0 

Ometoato Metil paratión Metil azinfos Metamidofos 
Tratamientos 

f.lglfco de sin con Sin con sin con sin con 
cocultivo activación activación activación activación activación activación activación activación 

10 135 + 9 155 + 15 139 + 9 154 + 11 114t + 9 146 + 10 150 + 10 152 + 10 

50 136 + 4 152 + 10 151 + 14 156 + 9 85t + 9 127 + 8 124 + 10 150 + 3 

100 126t + 8 141 + 7 125t + 8 129 + 7 4t + 2 74t + 11 132 + 16 137 + 6 

250 99t + 5 85t + 8 105t + 6 121t + 4 Ot 68t + 10 127t + 12 124t + 8 
, 

500 Ot Ot Ot 40t + 10 Ot Ot 70t + 19 98t + 13 

750 Ot Ot Ot 5t + 2 Ot Ot Ot Ot 

I 
I 
I 
I 
I 

I 
I 

I 

1000 Ot Ot Ot Ot Ot Ot Ot Ot_ ¡ ~ _____ ~~ ___ J __ -- - - - - -

a Promedio de dos experimentos ± Error estándar b 4,nitro- o - fenilendlanuna 
Se obtuvieron diferencias significativas mediante el análisis de varianza para ometoato F= 52.49 P<O.OOO 1. metil paratión F=41.04 P<O.OOO 1 metamidofos F= 
5.07 p< 0.0001 metíl azinfos F=49.038 P<O.OOO1. t Valores menores a las frecuencias del testigo negativo son provocados por toxicidad 
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Tabla 3. Cantidad de proteínas y actividad peroxidasa de células en suspensión de cilantro 
Coriandrum sativum después del cocultivo. 

Contenido de Porcentaje 

proteínas a 

10 Jlg % 

Cels. Vegetales 28.3 + 0.04 100 

NOP 28.0 + 0.02 98.9 

100 Jlg 

DEDTe' 6.2* + 0.03 24.4 

0.100 mM 

Tratamiento 

Ometoato 

10 15.9* + 0.02 64 

500 9.5* + 0.03 40 

Metil parati6n 

10 12.2* + 0.02 51 

500 8.3* + 0.01 35 

Gusatión 

10 11* + 0.02 47 

500 0.23* + 0.03 1 

Metamidofos 

10 14* + 0.01 57 

500 10* + 0.04 43 

a PromedIO de dos expenmentos ± Error estándar 
b 4,nitro- o - fenilendianúna. 
e dietilditiocarbamato inhibidor de actividad pero xi das a 

I Actividad Peroxidasa a Porcentaje de 

nrnde inhibición 

tetraguayacol/rnin/J.1g % 

de proteína 

0.184 + 0.005 O 

0.182 + 0.004 1.1 

0.045* + 0.001 76 

0.152 * + 0.002 17 

0.082* + 0.004 55 

0.125* + 0.001 32 

0.046* + 0.002 75 

0.079* + 0.004 57 

0.007* + 0.003 96 

0.132* + 0.002 28 

0.068* + 0.003 63 

Se obtuvieron diferencias significativas entre las células vegetales y los tratanúentos mediante un análisis de 
varianza. 
proteinas F= 7736 P<O.OOOl. 
actividad peroxidasa F=101.25 P<O.OOOl. 
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Figuras 
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Figura 1. Reversión espontánea en Salmonella typhimurium cepa 
TA98 (testigo negativo) 

Figura 2. Reversión inducida por la 4-NOP 



Figura 3. Colonias revertantes de Salmonella typhimurium en la 
cepa T A98 con abundante crecimiento de fondo característico de 
toxicidad. 

Figura 4. Colonias revertantes de Salmonella typhimurium en la 
cepa TAIOO con abundante crecimiento de fondo característico 
de toxicidad. 



Figura 5. Dos colonias revertantes de Salmonella typhimurium 

Figura 6. Ausencia de crecimiento de colonias de Salmonella 
typhimurium debido a la muerte provocada por el insecticida metil 
azinfos. 
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