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Resumen

El clomazone es un herbicida de uso agricola destinado a eliminar malezas de
hoja ancha y algunas gramineas de cultivos como el algoddn, arroz, calabacita,
calabaza, caina de azucar, chayote, chile, melon, pepino, sandia, soya y tabaco.
Es catalogado como un herbicida perteneciente al grupo quimico de las
isoxazolidinonas. Con base en su mecanismo de accion sobre los pigmentos, se
sabe que inhibe a la enzima licopeno ciclasa que interviene en la biosintesis de
carotenos. Es selectivo y se absorbe por las raices y brotes de plantas. Su
aplicaciéon generalmente es pre-emergente y es un compuesto moderadamente
persistente en suelos y altamente soluble en agua. En este estudio se evalud la
genotoxicidad de dicho herbicida mediante la prueba de mutacion vy
recombinacién somatica en las alas de Drosophila melanogaster donde se
utilizaron dos cruzas: la estandar (ST) y la de alta bioactivacién (HB). Para la
obtencién de individuos (larvas) transheterocigotos para los marcadores mwh vy flr
se realizo una cruza entre hembras virgenes de la cepa fIr’ y de la cepa ORR-
flr¥)TM3, dichas hembras se cruzaron con machos de la cepa mwh para obtener la
cruza ST y HB respectivamente. Dicho herbicida fue administrado de manera
directa en el medio de cultivo de las larvas de Drosophila melanogaster en 3
concentraciones las cuales son 2.5%, 5% y 10% con un control negativo (solvente
del herbicida) y un control positivo (mitomicina C [0.15 mM]) concurrentes.

El clomazone resultd ser genotdxico para las moscas en las concentraciones de
5% y 10% para las categorias de manchas totales y manchas simples pequefas
con la cruza ST, mientras que para la cruza HB es positivo en la categoria de
manchas simples pequefias para la concentraciéon de 10%, en la categoria de
manchas grandes para la concentracion 5% y manchas totales para ambas
concentraciones.



Introduccion

Plaguicidas

Se habla de plaga cuando un animal, una planta o un microorganismo, aumenta
su densidad hasta niveles anormales y como consecuencia de ello, afecta directa
o indirectamente a la especie humana, ya sea porque perjudique su salud, su
comodidad, dafe las construcciones o los predios agricolas, forestales o
ganaderos, de los que el ser humano obtiene alimentos, forrajes, textiles, madera,
entre otros (Brechelt, 2004).

Entre los factores que limitan la produccién agricola y la calidad de las cosechas
estan las enfermedades y las plagas, las cuales pueden atacar a los cultivos
desde que las plantas inician su crecimiento, hasta la cosecha y aun en el
almacenamiento (Cofepris, 2013). Por otra parte, las enfermedades transmitidas
por vectores son un problema importante de salud publica en algunos paises.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) en 2002, se define como plaga a
cualquier especie, raza, biotipo vegetal o animal o agente patdgeno dafiino para
las plantas o productos vegetales. Cualquier organismo molesto y dafino para el
ser humano y sus intereses puede ser considerado como plaga. Algunos ejemplos
de tipos de plagas son las malezas que compiten con las plantas cultivadas y los
organismos que perjudican el bienestar y la salud del ser humano (Stainer et al.,
1986).

El Cédigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucion y Uso de Plaguicidas
de la FAO (FAO,1986; Al-Saleh, 1994) establece que un plaguicida es la
sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas,
incluyendo los vectores de enfermedad humana o animal; las especies no
deseadas de plantas o animales que ocasionan un dafo duradero u otras que
interfieren con la produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte y
comercializacion de alimentos; los articulos agricolas de consumo, la madera y
sus productos, el forraje para animales o los productos que pueden
administrarseles para el control de insectos, aracnidos u otras plagas corporales.
Por lo tanto, la finalidad de los plaguicidas es destruir ciertos organismos vivos,
constituyéndose asi como un grupo particular de los biocidas que puede alcanzar
una capacidad letal amplia (Briggs y Carson, 1992). Los plaguicidas permiten
controlar la proliferacion de plagas y enfermedades de los cultivos y del ganado,
asi como reducir o evitar las pérdidas en la produccion de alimentos y contribuir al
control de los vectores de diversas enfermedades (Cofepris, 2013).



Los plaguicidas son el resultado de un proceso industrial de sintesis quimica y se
han convertido en la forma dominante para el combate de plagas después de la
Segunda Guerra Mundial gracias al desarrollo de la industria quimica y al tipo de
agricultura dependiente de estos insumos (Karam, 2004).

No obstante la importancia econdmica de estos productos, es necesario destacar
que su aplicacion indiscriminada y sin control puede ocasionar dafios al ambiente;
por ejemplo, el deterioro de la flora y la fauna silvestres, la contaminacién de
suelo, de mantos freaticos, aguas continentales y costeras. Asi como la
generacion de plagas resistentes (Klaassen et al., 1999).

Clasificacién y toxicidad de Plaguicidas

Los plaguicidas se pueden clasificar en funcion de algunas de sus caracteristicas
principales, como son la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su
uso (Lopez, 1993). Por su vida media los plaguicidas se clasifican en
permanentes, persistentes, moderadamente persistentes y no persistentes
(Lopez, 1993).

En 1978, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estableci6 una clasificacion
basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda, definida ésta como la
capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a través de una o
multiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente corto (OMS/OPS,
1993).

La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLsp) o de la concentracion
letal media (CLsp). Ambos parametros varian conforme a multiples factores como
la presentacion del producto a evaluar (sdlido, liquido, gas, polvo, gel, etc.), la
temperatura, la dieta, la edad, el sexo del modelo bioldgico etc. (FAO, 1986;
OMS/OPS, 1990; Briggs y Carson, 1992; Ramirez y Lacasafa, 2001; Cofepris,
2013).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado una recomendacion de
clasificacion basada primordialmente en la toxicidad oral y dérmica en ratas de
laboratorio, procesos empleados en las pruebas de toxicidad aguda de sustancias
quimicas (Programa Internacional sobre Seguridad Quimica, IPCS, 2010) (Tabla

1),



Tabla 1. Clasificacién de plaguicidas de la OMS de acuerdo a su toxicidad aguda (IPCS, 2010).

Clasificacién de plaguicidas de la OMS

Clasificacion OMS DLsy en rata
2009 (mg/Kg peso corporal)
Oral Dérmica

la Extremadamente <5 <50

peligroso
Ib Altamente peligroso 5-50 50 - 200
Il Moderadamente 50 - 200 200 - 2000

peligroso
Il Ligeramente peligroso Mas de 2000 Més de 2000
U Peligro agudo poco 5000 o mas alta

probable

Las pruebas de toxicidad cronica se realizan para valorar la toxicidad acumulativa
de sustancias quimicas, evaluandose diversos efectos entre los mas importantes
se encuentran: el potencial carcinégeno, efectos sobre el desarrollo, efectos
teratogénicos y efectos en la reproduccion (Klaassen, 2002). El uso y manejo
incorrecto de los plaguicidas es peligroso para el ser humano, lo cual se puede
manifestar por intoxicaciones de grado diverso y por efectos nocivos que pueden
presentarse a mediano o largo plazo, tales como carcinogénesis, teratogénesis,
esterilidad y mutagénesis, entre otros (Cofepris, 2013). La Comisién
Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Toéxicas (CICOPLAFEST) de México publicd el Catalogo Oficial de
Plaguicidas. Dentro de este catalogo, dichos compuestos se clasifican de
acuerdo a su concentracion, organismos que controlan, modo de accidn,
composicidn quimica, persistencia, uso y toxicidad entre otros aspectos.

Lo anterior esta sustentado en la clasificacion de la toxicidad con base en la DL5g
expresada en mg/kg, que fue recomendada por la OMS. En este caso la DLs
hace referencia a la obtenida en ratas cuando el plaguicida se administra por via
oral o dérmica, en forma aguda. Un concepto paralelo es la CLsy aguda, que es la
concentracion de una sustancia en el aire que causa la muerte del 50% de la
poblacién de las ratas de prueba; se expresa en mg/m® o en partes por millén
(ppm) (IPCS, 2002) La clasificacion segun estos criterios se presentan en la tabla
2.

En dicha clasificacion también se encuentra un apartado referente a los
organismos que controlan los diversos plaguicidas y este grupo esta integrado por




los insecticidas, acaricidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas, bactericidas,
antibioticos y molusquicidas (Cofepris, 2013).

De acuerdo a la clasificacion del INECC en 2013 los plaguicidas se agrupan en
organoclorados, piretroides, carbamatos, organofosforados, triazinas, derivados
de la urea, dinitrofenoles, guaninas y naftoquinonas por mencionar algunos.

Dicha clasificacion es de acuerdo a su composicion o familia quimica.

Tabla 2. Clasificacion de plaguicidas de acuerdo a su toxicidad aguda al catalogo de plaguicidas
publicado por la CICOPLAFEST en 2004.

DLso en mg/kg
CLso por
Oral Dérmica Inhalacién
Vapor mg/l
Categoria
Exposicion:
Sélido Liquido Sélido Liquido Th
Mas de | Hasta Mas de Hasta Mas de Hasta Mas de Hasta Mas de | Hasta
|
Extremadamente - 5.0 - 20.0 - 10.0 - 40.0 - 0.5
toxicos
1]
Altamente 5.0 50.0 20.0 200.0 10.0 100.0 40.0 400.0 0.5 2.0
toxicos
1]
Moderadamente 50.0 500.0 200.0 2000.0 100.0 1000.0 400.0 4000.0 2.0 10.0
toxicos
\
Ligeramente 500.0 - 2000.0 - 1000.0 - 4000.0 - 10.0 -
toxicos
Herbicidas

Un herbicida es una sustancia o mezcla de sustancias utilizadas para matar o
inhibir el crecimiento de plantas consideradas como indeseables (malezas o malas
hierbas) (INECC, 2011).

Las sales inorganicas, tales como sulfato de cobre, se usaron para el control de
malezas de hoja ancha en cereales hacia fines del siglo XIX, pero el primer
herbicida organico: DNOC (dinitro-ortocresol), no fue introducido hasta 1932. El
uso extensivo de herbicidas de dosis relativamente bajas (1-2 kg i.a./ ha) comenzd
en 1945 con el lanzamiento de los herbicidas reguladores de crecimiento 2, 4-D y
MCPA. EIl éxito de éstos condujo a una intensificacion de la investigacion y las
inversiones, lo cual a su vez produjo nuevos grupos de herbicidas y compuestos.
A lo largo del tiempo se han descubierto nuevos grupos de herbicidas mediante la
seleccion al azar en el invernadero y la subsiguiente modificacion quimica (FAO,




1996), a la fecha entre el 85% y 100% de los cultivos en los paises
industrializados son tratados con herbicidas (INECC, 2011).

Los herbicidas de contacto son los que se aplican al follaje y afectan solamente la
parte tratada, éstos pueden aplicarse también al suelo. Aquellos que se trasladan
del follaje hacia otro punto de accién en algun otro lugar de la planta se
denominan herbicidas sistémicos. Los herbicidas que se aplican sobre el suelo
generalmente afectan la germinacién de malezas y tienen que persistir por algun
tiempo para ser efectivos, tales compuestos se denominan herbicidas residuales
(FAO, 1996).

Tanto el tratamiento foliar como el tratamiento al suelo se describen en funcion del
momento de aplicacion y del desarrollo del cultivo, por tal motivo los tratamientos
se clasifican en los siguientes: pre-plantacion, que hace referencia a la aplicacion
previa a la plantacion del cultivo, pre-emergencia, se realiza siempre antes de la
emergencia de las malezas y post-emergencia que se aplican después que el
cultivo y (generalmente) las malezas han emergido (FAO, 1996).

Clomazone

El clomazone es un herbicida que fue aprobado para su uso en Estados Unidos en
el afo de 1986 (EPA, 2007) es producido principalmente bajo los nombres
comerciales de Command® y Cerano® (TenBrook et al., 2006). Es un herbicida
de tipo isoxazol (Tabla 3) y se usa para el control de malezas de hoja ancha,
herbaceas, gramineas como el garranchuelo (Digitaria spp.) hierbas de corral
(Echinochloa cruz-galli), colas de zorro (Setaria spp.) y otras malezas que infestan
los cultivos de soja, tabaco, arroz, entre otros (Scott et al., 1995; Schoken, 1997;
Lee et al., 2004). Este herbicida es formulado como concentrado emulsificable, en
micro capsulas y granulos hidratables. Es aplicado en pre y post emergencia de
cultivo (CDPR, 2003; EPA, 2007), es altamente soluble en agua, moderadamente
persistente en suelos y su vida media oscila entre los 5 y 60 dias (Van Scoy et al.,
2014).

El herbicida clomazone fue sometido a un andlisis extensivo durante la reunion
PRAPeR 14 de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA (por sus
siglas en inglés: European Food Safety Authority) donde los expertos en
toxicologia de mamiferos presentes concluyeron que este herbicida posee una
toxicidad moderada y actua generalmente por inhalacién y por ingestién, no es
irritante para los ojos y tampoco causa sensibilidad en la piel. Ademas el
clomazone se absorbe rapida y extensamente por administracién oral (87-100%
basado en el monitoreo de la excrecion urinaria de ratas y ratones durante 48h).
Después de 4h de administrar la dosis del clomazone todavia se observan picos
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de concentracion en sangre. En los tejidos se detectan niveles insignificantes de
residuos después de 7 dias de la administracion oral de la dosis baja (5mg/ kg de
peso corporal). Dicho herbicida se metaboliza casi totalmente por hidroxilacion y
oxidacion debido a la apertura del anillo 3- isoxazolidinona. La excrecion en su
mayoria, ocurre dentro de los primeros 2 dias y la eliminacion del 100% del
herbicida esta cerca de los 7 dias (EFSA, 2007).

Para el clomazone existen varios indices sobre el nivel de efectos adversos no
observables NOAEL (por sus siglas en inglés: No observed adverse effect level).
En estudios de 2 afios con ratas el NOAEL es de 41 mg/kg peso corporal/dia, en
estudios con ratones el NOAEL es de 142 (hembras) 89 (machos) mg/kg peso
corporal/ dia. En ambas especies no hubo indicios de algun tipo de potencial
carcinogeno (EFSA, 2007).

Este herbicida ha sido evaluado en Salmonella typhimurium y Escherichia coli
mediante la prueba de Ames donde resulté ser no mutagénico (EPA, 1988). Por
medio de la prueba de micronucleos (MN) en eritrocitos de peces se detectd un
resultado positivo (Salvagni et al., 2011). De acuerdo a un estudio con
biomarcadores en eritrocitos humanos se encontré que dicho herbicida induce
estrés oxidante e inhibe el mecanismo de accion de la enzima acetilcolinesterasa
(ACh E) (Santi et al., 2011).

La exposicion a multiples plaguicidas es un hecho evidente y ocurre a nivel
mundial. Por ejemplo, el herbicida clomazone es usado en la agricultura en su
mayoria para cultivos de arroz, debido a que es un compuesto moderadamente
persistente en suelos y altamente soluble en agua, lo que potencia su capacidad
de contaminacion (Gunasekara et al., 2009; Menezes et al., 2014).

La permanencia de este herbicida en organismos vivos se ha reportado a través
de varios estudios realizados, por ejemplo, con base a un estudio realizado en el
suelo, la captacion del clomazone muestra una buena correlacidon con la
concentracion de la exposicion, ya que para el dia 14, el clomazone declin6é a su
valor minimo de concentracion en el suelo. Alrededor del 74 % a 80 % de
clomazone acumulado en el suelo se elimind. Sin embargo, una cantidad
importante de clomazone persistio durante un tiempo relativamente largo y esto
se monitored en las lombrices de tierra (Eisenia fetida) pues se registraron
residuos del herbicida en el sistema digestivo de dichas lombrices (Cao et al.,
2015).

En México el clomazone esta aprobado para ser aplicado en cultivos de algodon,
arroz, calabacita, calabaza, cafa de azucar, chayote, chile, melon, pepino,
sandia, soya y tabaco (Cofepris, 2013). Para el caso de nuestro pais la cantidad



de ingrediente activo registrada en la aplicacién del clomazone en sus diferentes
presentaciones comerciales (Command, Gamit, Gramer), en cultivos pre-
emergentes de algoddén y sorgo es de 480 a 960g i.a./ha aunque puede variar de
acuerdo a la textura del suelo y la cantidad de materia organica presente (INIFAP,

2010).

Datos de identificacion del clomazone

Tabla 3. Ficha de identificacion del herbicida clomazone (INECC, 2013).

Nombre IUPAC: 2-(2-Clorobencil)-4,4-dimetil-1,2-

oxazolidin-3-ona ; 2-(2-clorobe
4-dimetilisoxazolodin-3-ona

No. CAS: 81777-89-1

Sinoénimos: Command, Commence, Gamit,

Magister, Meirt, Dimetazona.

Nombre comercial, Formulacio
Presentacion: Gamit 480 C.E./
Command 480 CE

ncil)-4,

n (%),

(concentrado emulsionante), 46.700.

Liquido Viscoso Técnico.

Estructura quimica:

o}

Sy CHz
H.C
o]

CH,

Cl

-

© University of Hertfordshire

Tipo de plaguicida: Herbicida

Uso: Agricola

Férmula quimica:
C12H14C|N02

Peso molecular: 239.70 g/mol
Clasificacion: Sal organica

Persistencia:
Poco persistente (hasta 17 semanas)

Propiedades fisicas y quimicas:

Liquido viscoso que va de incoloro a café
claro a temperatura ambiente. Cuando se
congela forma solidos cristalinos blancos.
Su punto de fusion es de 25°C.

Solubilidad en agua es de 1100mg/L.

Es soluble en tolueno y muy soluble en
acetona, cloroformo, ciclohexanonay
metanol.

Su presion a vapor es de 19.2 mPa a 25°C.

Destino en el ambiente:

Es moderadamente persistente en el suelo

y depende de la textura y estructura del
mismo, ademas del contenido de materia
organica existente.

Presentaciones comerciales:

Agricola para control de malezas como
concentrado emulsionable en equivalentes
gramos de ingrediente activo (I.A/kg o L).
Para uso exclusivo en plantas formuladoras
de plaguicidas agricolas como liquido viscoso
técnico (I.A./kg o L).

Modificado de INECC, 2013. http://www2.inecc.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/clomazone.pdf
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Metabolismo del clomazone

El herbicida clomazone pertenece al grupo de los inhibidores de la biosintesis de
carotenoides (tabla 4). La inhibicidon de la sintesis de carotenos se puede producir
por bloqueo de varias rutas biosintéticas, tales como la inhibicidn de la enzima
fitoeno desaturasa (PDS), inhibicion de la enzima 4 hidroxifenil piruvato
dioxigenasa (HPPD), e inhibiciéon de la enzima licopeno ciclasa, entre otras
(Oliveira, 2011).

Los carotenoides son pigmentos que estan asociados con la clorofila y la protegen
de la fotooxidacion, al disipar el exceso de energia en las reacciones luminosas de
la fotosintesis (Devine, 2002). Sin la presencia de carotenoides la clorofila excitada
a estado de triplete se degrada y las plantas mueren por no poder realizar
fotosintesis (Oliveira, 2011). Estos herbicidas pueden tener alta residualidad en el
suelo y causar dafos a cultivos sembrados en la rotacion (Ferhatoglu et al., 2005).
Este grupo de herbicidas incluye a las familias quimicas:

- difenileteres

- isoxazoles

- isoxazolidinonas

- piridazinonas

- pirazoles

- piridincarboxamidas

- triazoles

- triketonas

Hasta la fecha el metabolismo del clomazone solo se ha estudiado en plantas y
bacterias del suelo. En plantas se realizaron estudios en cultivos de tabaco, papa,
soja, frijol, algodon y alfafa, donde se aplico el herbicida en pre-emergencia,
después se colectaron plantas inmaduras y plantas maduras. En dichas plantas se
evaluaron los residuos del clomazone y sus metabolitos, encontrando asi que en
el caso de las plantas inmaduras el metabolito mas abundante fue el alcohol 2-
clorobencilo, mientras que en las plantas maduras de la soja los residuos de
clomazone y sus metabolitos fueron insignificantes. En total fueron encontrados 6
metabolitos a partir de la fraccion quimica extraida de raices, plantas y semillas de
los cultivos mencionados y son: alcohol 2-clorobencilo, 5-ceto-clomazona, hidroxi-
clomazona, hidrometil-clomazona, alcohol hidroxi 2-clorobencilo y &cido 2-
clorobenzoico (EFSA, 2007).

El clomazone se ha utilizado para controlar las malas hierbas en los cultivos de
arroz (Oryza sativa). Para que el clomazone se active metabdlicamente debe
pasar a su forma activa metabdlica 5-keto-clomazone o 5-ceto-clomazona, que
inhibe la desoxixilulosa 5 fosfato sintasa (DXP) lo que resulta en el primer paso del
metabolismo del clomazone en plantas, donde dicho herbicida se ve



comprometido en la via de los isoprenoides, lo que conduce a la biosintesis del
pirofosfato isopentil en los plastidos (Ferhatoglu y Barrett, 2006).

Lo anterior se traduce en problemas del desarrollo del cloroplasto y la pérdida de
pigmento en las plantas susceptibles (Duke y Paul, 1986). Cuando los
carotenoides estan ausentes en las plantas y se exponen a la luz, el oxigeno
degrada la clorofila e inicia la peroxidacion de los lipidos de membrana (Hess,
2000). ElI clomazone se absorbe por raices y brotes emergentes para
transportarse por la corriente de transpiracion en el xilema (Senseman, 2007).

Existen plantas resistentes a este herbicida, por ejemplo Echinochloa phyllogon,
que es una maleza abundante en los cultivos de arroz. Dicha maleza se empled
para la realizacion de un estudio donde se explica el metabolismo del clomazone
en plantas resistentes a herbicidas. Al igual que en los estudios anteriores uno de
los metabolitos presentes es el 5-ceto-clomazone, que es la forma activa del
clomazone. En el trabajo mencionado se encontré que la resistencia de E.
phyllogon no ha sido causada por la absorcion diferencial, traslocacion o
bioactivacion del clomazone inactivo a activo, mas bien se sugiere que la
degradacion de los herbicidas es mediada por las enzimas monooxigenasas
conocidas como citocromos P450, ya que se demostro que los biotipos con
resistencia a multiples herbicidas como E. phyllogon tienen mayor cantidad o
expresion de citocromos P450 que los biotipos sensibles (Yun et al., 2005).

Tabla 4. Herbicidas inhibidores de la biosintesis de carotenoides.

Cultivos

Nombre comun Nombre comercial

Familia quimica

Isoxazolidinonas Clomazone Gamit, Command Soya, algodon
Triazoles Amitrole Amitrol Areas industriales
Isoxasoles Isoxaflutole Balance Maiz
Tricetonas Mesotrione Callisto
Tembotrione Laudis Maiz
Benzolipirazoles Topramezone Convey Maiz
Piridazinonas Norflurazon Zorial, solicam Algodén, soya
Flurochloridone Algodoén, trigo, papa
Pirrolidona Flurocloridona Racer y girasol

Modificado de INIFAP, 2006
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Fig.1. Ruta propuesta para la biotransformacioén del clomazone en E. phyllogon. Los
nameros romanos corresponden a los compuestos detectados en el ensayo, las flechas
en rojo y negro sefialan la acumulacion preferencial de los metabolitos en plantas
resistentes y suceptibles respectivamente y la flecha punteada indica una transformacion
del clomazone propuesta por otros autores. Los compuestos VII, VIl y IX son el resultado
de la hidroxilacion del anillo de aromatico. De acuerdo a EINaggar, 1996; Liu et al., 1996 y
TenBrook y Tjeerdema, 2006, todas las transformaciones a excepcion de la conversion
hidrolitica del compuesto Il a X, se presume que son mediadas por los citocromos P450.
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Ensayo SMART

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es un organismo particularmente
adecuado para el estudio de los efectos genéticos de estos compuestos ya que
representa un sistema de activacion in vivo que permite el analisis de varios tipos
de dano genético desde el nivel molecular al nivel cromosémico (Vogel et al.,
1983).

El ensayo SMART (por las siglas en inglés: Somatic Mutation and Recombiantion
Test) es una prueba in vivo que permite detectar dafio genotdxico en las células
somaticas de Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984).

Este bioensayo hace uso de los marcadores recesivos “multiple wing hairs” (mwh)
y “flare” (flr*) ubicados en el cromosoma 3 (3-0.3 y 3-38.8 respectivamente) en
individuos transheterocigotos (Graf y Van Schaik, 1992). La mutacion mwh en
condicion homocigota produce un cambio en el fenotipo normal de los tricomas del
ala que se traduce en la presencia de mas de un tricoma por célula (generalmente
tres) mientras que la mutacion flr se caracteriza por la formacion de tricomas en
forma de “flama” (Lindsley y Zimm, 1992). Dicha prueba mide el potencial de un
compuesto quimico para inducir la pérdida de la heterocigosis, como resultado de
una mutacion somatica, rearreglo, ruptura, recombinacion mitdtica o pérdida
cromosomica (Graf et al., 1984).

En la version del ensayo SMART en alas, las larvas transheterocigotas de
Drosophila melanogaster son expuestas a un tratamiento durante periodos de
tiempo diversos que pueden ir de las 96 horas hasta 1 hora, (Graf et al., 1984).
De existir un efecto mutagénico y/o recombinogénico por parte del compuesto que
se desea evaluar, éste puede producir la pérdida de la heterocigosis y la
consecuente expresion de los marcadores mwh y flr. El resultado es la presencia
de clones celulares o “manchas” sobre la superficie de las alas (Graf et al., 1984).

El sistema utilizado en tejido de las alas de Drosophila es ventajoso y el objetivo
de exponer a las larvas de mosca es determinar si dicho compuesto es capaz de
interactuar con el material genético de las mismas, alterando su genotipo
mediante los eventos conocidos como mutacion puntual, delecion, no disyuncién y
recombinaciones mitéticas como se observa en la tabla 5. La evidencia de dicha
interaccion se manifiesta fenotipicamente en el cuerpo de moscas adultas con la
presencia de clones o células afectadas las cuales se pueden detectar mediante
el uso de marcadores genéticos (Graf et al., 1984).
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Tabla 5. Eventos genéticos encontrados en el ensayo SMART empleando los marcadores flr y mwh

Eventos genéticos presentes en el ensayo SMART

Evento

Resultado (Forma de los tricomas)

Normal

mwh +

mwh +

/—l—v—.
—/ .

/!
4,404
41!

mwh +
——0 v
+ fir Fotografia tomada a 40X
Fenotipo normal
Delecion mwh + Tipo de mancha

mwh

+ fir

: : : mwh *
ook B e S —

g4

Y

4
A

Fotografia tomada a 40X

Mancha sencilla

Fotografia tomada a 40X

Mancha sencilla




Recombinacion proximal
al centromero mwh

e
-~
-
4\
1 T. -
+

Fotografia tomada a 40X

-
4 —

+
- =

R oy

- 2
/ N
&&

Recombinacion distal
al centrémero

Fotografia tomada a 40X

:\mwh +
I I

\ .
+ flr

-
-

fir Mancha sencilla Fotografia tomada a 40X

+
—h
=

Modificado de Graf et al., 1984.



Para el ensayo se emplean cepas de Drosophila melanogaster, fIr® (flare), mwh
(multipe wings hairs) y ORR; fIr’. Los individuos de la cepa flr® y ORR; fIr® se
caracterizan por ser heterocigotos (flr* / TM3, Bd® y ORR /ORR; fIr® / TM3, Bd®
respectivamente), pues la mutacion flr en condicion homocigota es letal para el
individuo. Por esta razén se emplea el balanceador TM3 el cual presenta multiples
inversiones que impiden la recombinacion con su cromosoma homologo. El
balanceador TM3 cuenta ademas con el marcador Bd®*®, el cual produce un
fenotipo de alas con borde aserrado, esto permite seleccionar las moscas que
presentan el TM3 (Lindsley y Zimm, 1992) .

El ensayo SMART requiere la utilizaciéon de la cruza estandar (ST) con niveles
normales de citocromos P450 (CYPs) (Graf et al., 1989) y la cruza de alta
bioactivacién (HB) con sobreexpresion constitutiva de los citocromos P450(Frolich
y Wargler, 1989; Graf y Van Schaik, 1992) . La cruza ST se obtiene de cruzar
hembras flr* con machos mwh, mientras que la cruza HB es el resultado de la
cruza entre hembras ORR; flr* con machos mwh. Esta Gltima cruza es altamente
sensible a procarcinégenos y promutagenos debido a que la cepa empleada (ORR
/ORR; fIr® / TM3, Bd®) tiene los cromosomas 1 y 2 de una linea Oregon R (R)
resistente a DDT y presenta una sobreexpresién de CYP6A2 que es debida a una
mutacion en el gen regulador de citocromos P450 Rst(2)DDT (Graf y Van Schaik,
1992; Lindsley y Zimm, 1992; Saner et al., 1996). La actividad de CYP6A2 en la
cruza HB es siempre mayor que en la cruza ST y puede estar sujeto a variacion
dependiendo de la presencia de distintos xenobidticos (Vazquez-Gémez et al.,
2010). La cruza HB mejora la sensibilidad del ensayo SMART para el caso de
promutagenos que requieren ser activados por los citocromos P450.

Drosophila melanogaster

La comprension de los mecanismos téxicos se basa en la identificacion de genes
y sus productos (por ejemplo, ADN gendmico, transcripciones, proteinas, ARNm,
entre otros) que en ocasiones experimentan la interrupciéon de sus funciones por
los xenobidticos los cuales se encuentran altamente distribuidos en nuestro
mundo. Igualmente es indispensable la caracterizacion de los mismos genes y
sus productos, que actuan en defensa de diversos compuestos tdxicos, por lo
tanto, la comprension y desarrollo de los modelos animales simples no mamiferos
es indispensable.

El nematodo (Caenorhabditis elegans), la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) y el pez cebra (Danio rerio) son los modelos alternativos
predominantes que se han mantenido a través de la revolucion gendémica y post-
gendmica ya que cuentan con muchas ventajas sobre otros modelos biologicos
(Rand, 2010).
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El uso de Drosophila melanogaster en el régimen moderno de las pruebas
toxicologicas es amplio debido a sus atributos unicos y destacados los cuales son:
su facil manipulacién genética, facilidad para detectar fenotipos, bajos costos de
laboratorio y su alta eficiencia cuando se emplea en métodos de deteccion y
conservacion de organismos (Rand, 2010).

Drosophila melanogaster es un organismo holometabolo, éste pasa por todos los
estadios de desarrollo de un insecto, los cuales consisten en: huevo, larva, pupa y
adulto o imago como se muestra en la Fig. 2 (Rodriguez-Arnaiz et al., 2005).

Al ser un insecto, Drosophila melanogaster presenta tres tagmas, que son:
cabeza, torax y abdomen; los cuales estan cubiertos por un exoesqueleto.
También presenta un par de antenas, tres patas y un solo par de alas funcionales,
halterios y balancines que representan érganos de equilibrio y éstos se han
transformado a partir de su segundo par de alas. Sus alas son distintivas puesto
que cuentan con cerdas y venaciones caracteristicas (Meigen, 1930). El tamafio
del adulto es aproximadamente de 3mm (Ruiz-Esparza, 2006) y presenta
dimorfismo sexual (Demerec y Kaufman, 1962).

Bajo condiciones de cultivo estandar a 25°C el tiempo de generacion desde huevo
a adulto es de 12 a 14 dias y su ciclo de vida se compone de 4 etapas distintas.
Cada una de estas etapas representa una oportunidad para evaluar la
susceptibilidad a los xenobidticos (Rand, 2010).

El embridn se desarrolla en un periodo aproximado de 24 horas a 25°C, durante
este tiempo se da la neurogénesis y la diferenciacion dentro de las regiones
discretas del neuroectodermo ventral que dan lugar a un sistema nervioso que
funcione plenamente y es capaz de ejecutar las conductas motoras y sensoriales
incluyendo el forrajeo, la quimio y fototaxis que son vitales para el siguiente
estadio que es, la larva. La etapa larval progresa durante cuatro dias y se
caracteriza por un periodo de crecimiento marcado por dos mudas que resulta en
el aumento de 10 veces el tamafio corporal (Rand, 2010). Este periodo consta de
3 estadios L1 (larvas de primer estadio), L2 (larvas de segundo estadio) y L3
(larvas de tercer estadio). Después de 48 h en la L3 se da paso a la pupa, en este
periodo las moscas invierten 120h para finalmente eclosionar y transformarse en
una mosca adulta o imago (Demerec y Kaufman, 1962).

La mosca adulta recién eclosionada adquirira rapidamente conductas
caracteristicas de vuelo, quimio, foto y geotaxis, forrajeo y apareamiento. El adulto
se compone de grandes lobulos Opticos bilaterales, un cerebro central que
consiste en ganglios supra y subfageal, un gran nervio conectivo cervical (Truman
et al., 1993), circuitos de control visual (Ting y Lee, 2007), sistema olfativo (Hallen
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y Carlson, 2004), sistema mecanosensorial (Kernan, 2007), 6érganos periféricos

(ojos, antenas, cerdas y palpos maxilares) (Stocker, 1994).

Hembra Macho

Larva de primerestadio

-_“‘.l .

Prepupa

Larva de tercer estadio

Fig. 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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Metabolismo de xenobidticos

Un xenobidtico (compuesto extrafio al metabolismo) es cualquier compuesto
quimico que puede ser hallado en un organismo sin que sea producido por este
ultimo (por ejemplo: plaguicidas y medicamentos). Un xenobidtico pasa por una
serie de procesos quimicos Y fisoldgicos al interior de un organismo a través de la
absorcion, distribucion, biotransformacion y finalmente la excrecion del
compuesto. La mayoria de los xenobidticos que ingresan al organismo son
lipofilicos. Por otro lado, el sistema excretor de los organismos requiere cierto
grado de hidrofilicidad del compuesto para una excrecion eficiente de éste, por lo
tanto. Los organismos han desarrollado ciertos procesos bioquimicos que
convierten los compuestos lipofilicos en una version hidrofilica que permit