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RESUMEN

El linuron es un herbicida derivado de la urea que posee dos atomos de cloro, se
emplea para combatir las malas hierbas que crecen en cultivos agricolas, tales
como: la cebada, el cempasuchitl, el esparrago, la gladiola, el jacinto y el maiz,
entre otros mas. Se asperja de manera pre-emergente y post-emergente
temprano. Su mecanismo de accién es por medio de la inhibicion de la
fotosintesis, impidiendo la transferencia fotodependiente de electrones mediante
su union a la proteina D1 del fotosistema Il. En este trabajo se evalud el efecto
genotdxico del linuron comercial en Drosophila melanogaster mediante el ensayo
de mutacion y recombinacién somatica (SMART) en ala, ademas de determinar la
CLso mediante pruebas de letalidad.

Para la CLso se realizé una prueba de letalidad de 48 h, empleando larvas de 72 +
3 h provenientes de la cruza fIrP X mwh. En el ensayo SMART se utilizd como
control negativo al etanol al 5% y como control positivo a la mitomicina-C 0.15 mM
y se evaluaron las concentraciones de 10, 20 y 40 mM de linuron utilizando larvas
de tercer estadio de las cruzas estandar (ST): i X mwh y de alta bioactivacion
(HB): ORR-flr* X mwh.

Se determind la CLso en 37.15 mM, siendo un dato nuevo de la toxicidad del
linuron. Se encontré6 mediante el ensayo SMART que el linuron tiene un efecto
genotoxico. En la cruza ST, el efecto genotdxico se observd en todas las
concentraciones, mientras que en la cruza HB el efecto se dio solamente en la
concentracion mas alta (40 mM), por lo que se plantea que el metabolismo del
linuron y por tanto su desintoxicacion, es dependiente de los niveles de citocromos
P450 que se expresan de forma elevada en la cruza HB, por lo que esta cruza fue

mas eficiente en disminuir su efecto genotdxico.



INTRODUCCION
Plaguicidas

Varios sectores productivos primarios tales como la ganaderia y la agricultura son
susceptibles a perder ingresos por plagas. Ante este problema es importante
hacer uso de distintos plaguicidas para su control. En México, la Comision
Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) define a estos como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias que se destina a controlar cualquier plaga, incluidos los
vectores que transmiten las enfermedades humanas y de animales; las especies
no deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccion
agropecuaria y forestal. Por ejemplo, las que causan dafio durante el
almacenamiento o transporte de los alimentos u otros bienes materiales, asi como
a las que interfieran con el bienestar del hombre y de los animales. También se
incluyen en esta definicibn a las sustancias defoliantes y las desecantes
(CICOPLAFEST, 2004).

Los plaguicidas pueden clasificarse por su concentracién, modo de accion,
composicion quimica, uso al que se destinan, organismos que controlan y por su
toxicidad aguda (Tabla 1) (CICOPLAFEST, 2004).



Tabla 1. Clasificacidn de plaguicidas de acuerdo a la CICOPLAFEST (2004)

Caracteristica Tipo de plaguicida
Concentracion Plaguicida técnico

Plaguicida formulado
Modo de accidn De contacto

De ingestion

Sistémico

Fumigante

Repelente

Defoliante
Composicién quimica Compuestos inorganicos

Compuestos organicos

Plaguicidas bioldgicos
Uso al que se destinan Agricolas

Forestales

Jardineria

Pecuarios

Domésticos

Industriales

Urbanos
Organismos que Insecticida
controlan Acaricida

Fungicida

Bactericida

Antibidtico

Herbicida

Rodenticida

Molusquicida
Toxicidad aguda )]

Extremadamente toxicos

1)

Altamente téxicos

1)

Moderadamente téxicos
V)

Ligeramente toxicos

Toxicidad de plaguicidas

Los plaguicidas pueden llegar a acumularse en los organismos blanco y no blanco,
dependiendo de su velocidad de absorcion con respecto a la de eliminacion, asi
como la afinidad del plaguicida a ciertos tejidos. Los efectos toxicos o adversos de
un agente quimico sobre un sistema biolégico no se producen a menos que el
agente o los productos de su metabolismo alcancen el sitio apropiado del

organismo, a una concentracion y por un tiempo suficiente que les permita



producir las manifestaciones toxicas. El que un efecto toxico ocurra 0 no
dependera de las caracteristicas del agente, del ambiente y del organismo. Los
efectos a la exposicion de plaguicidas son muy variados, desde efectos agudos a
crénicos, como carcinogenicidad, teratogenicidad y mutagenicidad, o incluso
provocando la muerte inmediata. La toxicologia de los plaguicidas es un fendmeno
complejo en el que interviene su estructura molecular, es decir, la relacion
estructura-actividad, sus propiedades fisicoguimicas, de las que depende su
afinidad por sistemas biolégicos especificos (lo que seria una toxicidad selectiva)
y, de manera preponderante, la dosis en que los organismos se exponen a los

mismos con una relacién dosis-tiempo-respuesta (Labrada y Caseley, 1996).
Herbicidas

Un herbicida es un tipo de plaguicida que inhibe o interrumpe el crecimiento de
una planta, por lo que son de gran uso e importancia en el control de malezas o
malas hierbas que compiten con los cultivos de interés econdmico, disminuyendo
su rendimiento y su calidad. Las malezas compiten con el cultivo por espacio, luz,
agua y nutrientes, asi como también pueden favorecer la incidencia de plagas de

insectos, acaros y nematodos, ya que pueden ser hospederos de éstos (INIFAP, s.

).

El control de la maleza puede realizarse por varios métodos previos al empleo
guimico de los herbicidas que llegan a controlarlas o a eliminarlas. Tales métodos
son fisicos, culturales y biolégicos, como los es el empleo de semillas
genéticamente mejoradas competitivamente en crecimiento (Cruz y Merayo, 1989;
Bridges, 1995; Labrada y Caseley, 1996).

La aplicacion de los herbicidas debe seguir especificaciones precisas sobre su
selectividad, el tipo de suelo en el que se aplique, las especies susceptibles a él y
su modo de empleo, ademés de consideraciones de caracter ecolégico y
ambiental (Cruz y Merayo, 1989).



La clasificacion de los herbicidas se hace de acuerdo con distintos parametros

(Tabla 2), tales como: la época de aplicacién, la selectividad, el tipo de accién, la

familia quimica y el mecanismo de accion (Cruz y Merayo, 1989; CICOPLAFEST,

2004).

Tabla 2. Clasificacion de herbicidas.

Caracteristica
Epoca de aplicacién

Selectividad

Tipo de accidn

Familia quimica

Mecanismo de accidn

Tipo de herbicida

Pre-emergente (PRE)
Post-emergente (POS)

Selectivos
No selectivos

De contacto

Sistémicos

Bipiridilos

Anilidas

Nitrilos

Triazinas

Uracilos

Difenil éteres

Piridazinonas

Esteres de acido ariloxifenoxialcanoico
Acidos haloalifaticos

Triazinones

Derivados de las ureas

Oximas

Tiocarbamatos

Amidas

Carbamatos

Cloroacetanilidas

Dinitroanilinas

Acidos aricarboxilicos

Imidazolinonas

Sulfonilureas

Compuestos organofosforados
Compuestos misceldneos

Acidos ariloxialcanoicos

Reguladores del crecimiento
Inhibidores del crecimiento de plantulas
Inhibidores de la fotosintesis
Inhibidores de la sintesis de pigmentos
Inhibidores de la sintesis de lipidos
Inhibidores de la sintesis de aminoacidos
Destructores de membranas celulares

Algunos de los herbicidas autorizados por la CICLOPLAFEST son el linuron, el

clomazon, el alaclor, el bentazon y el glifosato, entre otros (CICLOPLAFEST,

2004).



Linuron

El linuron es un herbicida derivado de la urea (Figura 1) que consiste de un anillo
de benceno con dos atomos de cloro (diclorofenil) y un grupo metoxi, cuyo nombre
quimico es 3-(3,4-Diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea. Este herbicida tiene un uso
selectivo para cultivos de cebada, cempasuchitl, esparrago, gladiola, jacinto, maiz,
papa, sorgo, soya, tabaco, trigo, tulipan, zanahoria y plantas ornamentales
(CICLOPLAFEST, 2004). El herbicida con compuesto activo de linuron tiene un
uso pre-emergente y post-emergente temprano en contra de las dicotiledéneas
tales como la verdolaga (Portulaca oleracea), el bledo (Amaranthus sp), el cadillo
(Cechrus braunii), la malva (Malva neglecta) y la yerba mora (Solanum nigrum),
entre otras; como también con las monocotiledéneas especificamente de algunas
gramineas tales como: la paja (Leptochloa sp), la paja de burro (Eleusine indica) y
la grama (Paspalum conjugatum), entre otras (Delgado, 2012; Chen, 2014).

Cl

cl

Figura 1. Estructura molecular del linuron.

El tipo de accion del linuron es sistémico. Se absorbe por las raices de las
malezas en germinacion y luego se transloca hacia la parte foliar de la planta.
Asimismo, también se absorbe directamente por la hoja de las malezas cuando se
usa como post-emergente temprano. Su mecanismo de accion es por medio de la
inhibicidn de la fotosintesis, en concreto, el centro de reaccion del fotosistema Il en

donde impide la transferencia de electrones fotodependientes mediante la union a



la proteina D1 (Arnaud et al., 1994); produciendo clorosis con una posterior muerte

de la maleza, iniciando por las regiones terminales de los brotes y los bordes de
las hojas (Jurado et al., 2011; Delgado, 2012; Gupta y Crissman, 2013).

De acuerdo a las caracteristicas fisicas, quimicas (Tabla 3), de destino y
transporte del linuron sugieren que este herbicida es persistente, moderadamente

movil y semi-volatil en el ambiente (EPA, 2010).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y quimicas del linuron.

Formula quimica CgH10CI2N20,

Nombre quimico (IUPAC) 3-(3,4-Diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea
No. CAS. 330-55-2

Masa molecular. 249.09 g/mol

Estado Sélido. Polvo cristalino blanco.

Punto de fusion 93-95°C

Densidad relativa 1.49 g/cm3

Presién de vapor 5.1x103Paa20°C

Solubilidad en agua 52.7mg/LaunpH5a20°C

63.8mg/LaunpH7a20°C
74.5mg/LaunpH9a 20°C
Solubilidad en disolventes organicos Acetonitrilo 152 g/La 20°C
Diclorometano 463 g/La 20°C
Acetato de etilo 292 g/La 20°C
Hexano 2.3 g/La 20°C
Metanol 170 g/La 20°C
2-propanol 18 g/La 20°CC
Tolueno 75 g/La 20°C
Estabilidad hidrolitica (DT50) pH 5 (1220 dias)
pH 7 (1460 dias)
pH 9 (1080 dias)
Descomposicion Al calentarse produce gases téxicos que
incluyen al cloruro de hidrégeno y a los
oxidos de nitrégeno.

Modificado de European commission, 2002.

El linuron se fija en las capas superficiales del suelo de 3 a 5 cm, por lo que actua
en la zona en que se desarrolla la mayoria de las semillas de las malezas. Su
accion perdura de 1 a 4 meses, dependiendo de la dosis y de la concentracion
aplicada, ademas de las caracteristicas propias del suelo, como la textura y la

porosidad (Manual fitosanitario, s. f).



La vida media del linuron es de 30 a 150 dias (Wauchope et al., 1992). En su
degradaciéon se desprenden el 3,4-dicloroanilina, el N’-(3,4-diclorofenil)-N-
metoxiurea, el N’-(3,4-diclorofenil) urea, el N’-(6-hidroxi-3,4-diclorofenil) urea,
ademas, también se libera CO2 (Chen, 2014; Horemans et al., 2016). Se ha
encontrado que los metabolitos 3,4-dicloroanilina y el CO2 son menos toxicos que
el mismo linuron (EPA, 1987). Ninguno de estos metabolitos se han probado en

algun sistema de prueba para valorar su posible genotoxicidad.

Con la biodegradacién de la edafofauna, el linuron incrementa su disipacion en el
suelo (Caux et al., 1998; Dejonghe et al., 2003; Bers et al., 2013), llegando asi a
encontrarse en aguas superficiales y subterraneas (Caux et al., 1998); por lo que
el estudio de su genotodxicidad es un tema de investigacion de gran importancia
para conocer su posible efecto sobre los organismos y comunidades que pudieran

tener contacto con él.
Genotoxicidad y toxicidad del linuron

Los ensayos de genotoxicidad y de toxicidad en un modelo biolégico son
herramientas Utiles para contar con una evaluacion preliminar cuantitativa y
cualitativa de los efectos de este tipo que ejercen una gran variedad de

xenobidticos.

De acuerdo con la EPA (1988) el linuron tiene una nula toxicidad en células de
ovario de criceto chino (CHO) y en Salmonella typhimurim. Sin embargo, por
medio de la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) se demostro la
produccién de microndcleos en linfocitos de sangre periférica humana
(Papapaulou et al., 2001).

El linuron en diferentes ensayos murinos mostréo ser un carcinébgeno (Gupta y
Crissman, 2013), ademas de producir hiperplasia y adenoma testicular en ratas,
asi como adenoma hepatocelular en ratones hembras (EPA, 1988; Gupta y
Crissman, 2013). También se detectaron efectos teratogénicos en animales de
experimentacion (Gupta y Crissman, 2013; Gupta, 2014). La EPA (2010) lo



clasifica como un carcindégeno del grupo C, siendo el sistema hematopoyético el

principal 6érgano afectado por su toxicidad.

En 2014, Santos y colaboradores probaron el efecto citotoxico del linuron en dos
modelos in vitro. El primero fue un procarionte, la bacteria gram positiva Bacillus
stearothermophilus, el cual es ventajoso por el crecimiento rapido a altas
temperaturas, evitando la contaminacion con otros microorganismos. El efecto
citotoxico se valor6 mediante la sensibilidad al estrés quimico notandose una
disminucion de la viabilidad celular, asi como la disminucién y/o inhibicion
progresiva del crecimiento bacteriano (IC) dependiente de la concentracion (ICso
de 74 M). Asi mismo, se encontré una modificacion de la composicion de lipidos
de la membrana y en la actividad respiratoria valorada a través de la disminucion

en la tasa de consumo del oxigeno (ICso de 98 nmol/mg) (Santos et al., 2014).

El otro modelo fue un eucarionte, del cual se utilizaron las mitocondrias de higado
de rata, metodologia que permite una evaluacion precisa de una gran cantidad de
contaminantes del medio ambiente que promueven la interrupcion de la
bioenergética mitocondrial, es decir, de la inhibicion de la respiracion. En este
ensayo se encontré un deterioro de la actividad respiratoria asi como de la tasa de
repolarizacion, una disminucién de la proporcion del control respiratorio (RCR) y
de la eficiencia de la fosforilacion, una mayor permeabilidad a protones y una

alteracion en la membrana mitocondrial (Santos et al., 2014).

En el jilguero Carduelis tristis, el linuron retrasa la progresion de la “muda” pre-
alterna dependiendo de la dosis y altera la funcion tiroidea (Sughrue et al., 2008).
En Pimephales promelas es un perturbador endécrino, afectando su reproduccion
por accion antiandrogénica (Marlatt et al., 2013). En rata y en humanos inhibe la
competitividad de unién de los andrégenos a los receptores en estudios in vitro
(Bauer et al., 2000).

De acuerdo a la tercera edicion de Patologia toxicolégica, el linuron tiene una DL so
oral de 1500 mg/Kg en rata (Gupta y Crissman, 2013), y por la CICOPLAFEST
(2004) la DLso dérmica en conejo es de 5000 mg/Kg.



Metabolismo de xenobioéticos

Todos los organismos se encuentran expuestos a que ingresen a su interior
compuestos que no son parte del metabolismo habitual, estos compuestos
extrafios se denominan “xenobidticos”. Algunos xenobidticos tienen una naturaleza
liposoluble, por lo que son capaces de unirse a membranas, ademas de acceder al
citoplasma siendo capaces de afectar el metabolismo celular, o bien, teniendo un

efecto nocivo en el DNA (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Los xenobidticos son metabolizados a compuestos hidrofilicos mediante diversos
mecanismos de biotransformacion y de bioactivacién que implican la hidrdlisis,
reduccién, oxidacion y conjugacion para convertirlos en formas solubles y permitir
su eliminacion, neutralizacion o su activacion (Calderén et al., 1999; Vuppalanchi,
2011).

El metabolismo de xenobidticos esta compuesto por dos fases: fase I, de
transformaciéon; y fase Il, de conjugacién (Vuppalanchi, 2011; Rodriguez y
Rodeiro, 2014).

En la fase I, los xenobidticos se transforman a través de modificaciones que
aumentan su polaridad, esto al integrar grupos funcionales mediante reacciones
de oxidacion, reduccién, hidrdlisis y acetilacion por medio de enzimas tales como
los citocromos P450, principalmente, flavin-monooxigenasas y peroxidasas. En
esta etapa, en algunos casos el xenobiotico se convierte a otro metabolito mas
reactivo, por lo que hay una activacion toxica o bioactivacion, en otros, lo que
ocurre es una inactivacion del xenobiotico reactivo (Plewa y Wagner, 1993;
Vuppalanchi, 2011; Anzalone, 2010; Rodriguez y Rodeiro, 2014).

En la fase Il se da la conjugacidon o la combinacion de los sustratos resultantes de
la fase 1 con compuestos enddgenos del organismo, aumentando asi su
solubilidad, disminuyendo su actividad. También puede ocurrir una bioactivacion
de los xenobidticos, pero en menor medida que en la fase I. El objetivo primordial
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de la fase Il es aumentar la solubilidad para que los metabolitos secundarios se

eliminen o se excreten (Pleway Wagner, 1993).

En la fase Il ocurren reacciones de adicion de aminoacidos, de glutation, de sulfato
y de carbohidratos por enzimas tales como la glutation S-transferasa, la
sulfotransferasa, la gluconil transferasa, la uridina-5-difosfato, la metiltransferasa y

la N-acetiltransferasa (Vuppalanchi, 2011).

Un xenobidtico puede pasar o no por alguna fase del metabolismo, por ejemplo,
algunos de ellos son muy estables ante modificaciones, por lo que se pueden
llegar a acumular al no ser metabolizadas (Vulppalanchi, 2011; Rodriguez y

Rodeiro, 2014). El metabolismo de xenobidticos se muestra en la Figura 2.

Xenobidtico
Transformacion _ y
. 0 ., pom—————— — — — — = Conjugacion
biotransformacion . ¥
Fase | Fasell |—

A 4

-] Excrecion o acumulacion je-

=iy

Figura 2. Metabolismo de los xenobidticos. En flechas rojas se muestra el camino general de
algunos xenobidticos pasando por la fase | y fase Il hasta su excrecién o acumulacién. En flechas
verdes se muestra el camino de otros xenobidticos que solo pasan por la fase | y posteriormente
son excretados o acumulados. En flechas azules se muestra el camino de xenobidticos que saltan la
fasel y solo pasan por la fase Il y finalmente son excretados o acumulados.

Citocromos P450

Los citocromos P450 son una superfamilia de enzimas hemoproteicas con una
masa molecular que varia de 50 a 60 kDa, también llamadas monooxigenasas, ya
gue dependen de oxigeno molecular y de NADPH facilitado por la citocromo P450
reductasa (flavoproteina); pero también pueden llegar a depender de una proteina

sulfoférrica (redoxina) o del citocromo b5. Generalmente, los citocromos P450
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tienen una baja especificidad a los sustratos, por lo que son capaces de identificar

un nimero casi ilimitado de éstos (Feyereisen, 1999; Hamberger y Bak, 2013).

Estas enzimas se encuentran en animales, en plantas, en hongos y en bacterias
unidas a membranas, principalmente del reticulo endoplasmético liso, pero
también se encuentran en las mitocondrias unidas a la membrana por el extremo

amino (Gonzalez, 1990; Hamberger y Bak, 2013).

Los citocromos P450 fueron caracterizados y denominados por Omura y Sato
(1964), quienes al estudiar los pigmentos presentes en microsomas hepéaticos
encontraron que éste al ser reducido por NADPH se unia a mondxido de carbono,

teniendo un pico de absorbancia de 450 nm.

Los integrantes de la superfamilia de los citocromos P450 tienen secuencias muy
conservadas, especialmente en la region cercana al C-terminal, la cual contiene la
cisteina hemo vinculante. Tienen un dominio FAD que contiene NADH o FAD
dependiente de NADPH, un dominio hemo, en donde se encuentra el &omo de
hierro en estado férrico (Fe®') 'y un dominio tiol (-SH) de una cisteina y una

molécula de agua Figura 3 (Hamberger y Bak, 2013).

HC

CH2-CH2-COO

H2C=CH
CH2-CH2-COO

CHs CHs

Figura 3. Citocromo P450 con su grupo hemo (modificado de Rodriguez-Arnaiz, 2004).
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Los citocromos P450 estan involucrados en la sintesis de compuestos endégenos,
y en la biotransformaciéon tanto de compuestos enddgenos y exdégenos, ademas
de una posible bioactivacion de estos ultimos, por lo que se dice tienen una
funcidbn mixta. Algunos sustratos metabolizados por estos citocromos se muestran
en la Tabla 4. Los citocromos P450 participan en una gran cantidad de reacciones
de oxidacién, reduccion e hidrolisis principalmente; pero también participan en
reacciones de enlaces C-C de escision, de desalquilacion de N, O y S, de
desaminacion, de formacioén de sulféxidos y en la deshalogenacion (Feyereisen,
1999; Mizutani y Sato, 2011; Hamberger y Bak, 2013).

Tabla 4. Ejemplo de algunos sustratos metabolizados por los citocromos P450.

ENDOGENOS EXOGENOS (XENOBIOTICOS)
Enzimas Insecticidas
Acidos grasos Herbicidas
Esteroides Drogas
Lipidos Medicamentos
Aminoacidos Cosméticos
Terpenos
Alcaloides

Existen numerosas isoformas de citocromos P450, las cuales se denominan bajo
un criterio homogenizador en el cual todos los genes que codifican citocromos
P450 tienen un prefijo CYP que designa a toda la superfamilia. Los CYP se
encuentran en una misma familia si tienen mas del 40% de identidad en la
secuencia de aminoacidos, y a una misma subfamilia cuando es mas del 55%
(Deng y Hatzios, 2003). La nomenclatura de los citocromos P450 se muestra en la

Figura 4.

CYP 6 A 2
— 4

Prefijo Familia > 40% Subfamilia » 55% Gen especifico

Figura 4. Nomenclatura de citocromos P450.

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es un modelo biolégico eucarionte de gran importancia

para distintas disciplinas de la biologia, como lo son la toxicologia, la genética, la
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embriologia y la neurologia, entre otras. Esto se debe a las ventajas que
representan su corto ciclo de vida, la gran cantidad de descendencia que se
obtiene, los pocos requerimientos para su mantenimiento, su facil manejo, ademas

del hecho de que su biologia y genética son bien conocidas.

A través de distintos ensayos en D. melanogaster como el de letales recesivos
ligados al sexo, el ensayo de letales dominantes, el ensayo de mutacion y
recombinacion somatica en ojo y ala, y otros mas, es que se pueden estudiar
diversos compuestos mutagénicos como los promutagénos, carcinogénos y
teratogénos, a distintas dosis y exposicion (Graf et al., 1984).

Taxonomia

La clasificacion de D. melanogaster es:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila
Especie: Drosophila
melanogaster
(Meigen, 1830)

Descripcion

El plan corporal de D. melanogaster consiste en tres tagmas: cabeza, torax y
abdomen. Tiene dos pares de alas, uno funciona para el vuelo y el otro forma los
halterios, estructuras que les permite mantener el equilibrio. Presentan tres pares
de patas y un par de antenas. El organismo silvestre tiene un color amarillo palido

a marrén rojizo o negro y ojos rojos (Ravi y Kar, 2014).

D. melanogaster presenta dimorfismo sexual (Figura 5). Los machos son
facilmente distinguibles debido a la presencia de ciertas caracteristicas ausentes
en las hembras, por ejemplo, la regién negra distinta en el abdomen, los peines
sexuales, que son una fila de cerdas oscuras en el tarso del primer par de patas,
asi como por un grupo de pelos de punta (llamados claspers) que rodean el ano y
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los genitales. Los clapers los utilizan para unirse a la hembra durante el
apareamiento (Ravi y Kar, 2014).

L)

Figura 5. Adultos de D. melanogaster, del lado izquierdo se muestra al macho (&) y del lado

derecho a la hembra (?).

D. melanogaster presenta cuatro pares de cromosomas, tres somaticos y uno
sexual, los cuales estdn mapeados en su totalidad (Bridges, 1935; Gilbert, 2007),

asi como también se cuenta ya con el genoma completamente secuenciado
(Adams et al., 2000).

Ciclo de vida

El ciclo de vida inicia con la ovoposicion tras la fecundacién. El huevo tiene forma
ovoide, liso dorsoventralmente, bilateralmente simétrico, con 500 um de largo y un
diametro aproximado de 180 pm. Este eclosiona 24 h después en una larva de
primer estadio, que muda a un segundo estadio tras 24 h, y ésta a un tercer

estadio tras un dia (Weigmann et al., 2003; Ravi y Kar, 2014).

Después de dos a tres dias en el tercer estadio, la larva da inicio a la
metamorfosis como pupa, de la cual, tras cuatro dias emerge un adulto; el cual es
fértil 8 h después. Un ciclo dura aproximadamente de 10 a 12 dias a 25°C con una
humedad relativa de 60%, por lo que se le considera relativamente corto y muy
conveniente para diversos estudios en los que se requiera observar un efecto tras
muchas generaciones (Weigmann et al., 2003; Rodriguez-Arnaiz, 2003). En la
Figura 6 se muestra un esquema representando el ciclo de vida de D.

melanogaster.
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Segundo estadio

Tercer estadio

1dia
Figura 6. Ciclo de vida de D. melanogaster (modificado de Griffiths et al., 2000).

En la fase larvaria hay dos conjuntos de células: las larvarias y la imaginales. Las
primeras se degradan durante la metamorfosis, y las segundas constituyen a los
discos imaginales, cuerpos de 20 a 50 células, que se diferenciaran a las distintas
estructuras del organismo adulto como antenas, patas, ojos y alas, entre otras
(Figura 7). Por ello se puede rastrear si ocurri6 una mutacion en algin disco
imaginal especifico, por el efecto observable en la estructura formada. El primordio
del ala es de origen ectodérmico, formado por un grupo de 40 células que
proliferan hasta alcanzar en la pupa las 25,000 células por ala, aproximadamente
(Russell, 1998).
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Disco para:
Parte de la boca

e ——
|

Discos A
-~ Placa frontal y labio superior

imaginales

Antenas i

Ojos

Patas

Halterios

Alas

Genitales

I
larvade Drosophlle. yyctamoniosti - Adulto de Drosophile

Figura 7. Discos imaginales de la larva de D. melanogaster y las estructuras en las que se
diferencian para formar parte de la mosca adulta (modificado de Gilbert, 2000).
La expresion de los citocromos P450 en D. melanogaster es mayor durante las
fases larvarias, en particular en el tercer estadio. El gen CYP6A2, ubicado en el
cromosoma 2 (Feyereisen, 1999), es el responsable del metabolismo de la
aflatéxina B1, del dimetilbenzoantraceno y del 3 amino-piridol-indol (Saner et al.,
1996).

Concentracion letal media (CLso) y dosis letal media (DLso)

La concentracion letal media (ClLso) y la dosis letal media (DLsop) son las
concentraciones y dosis, respectivamente, del agente a probar a las cuales se
muere el 50% de la poblacion de estudio al estar expuestas a éste. Son medidas
recurrentemente empleadas para evaluar la toxicidad de diversos xenobioticos
(Gad, 2014).

La CLso y la DLso son datos estadisticos que se calculan ya sea graficamente por

medio del logaritmo de los porcentajes de letalidad, dando una curva con
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pendiente sigmoidal, que representan la dosis-respuesta para la especie y
sustancia estudiada, o bien, por el método Probit, ayudado por algin software
como SigmaPlot (Gad, 2014; Park et al., 2012; Charpentier et al., 2014).

Las pruebas de letalidad pueden afectarse por varios factores intrinsecos y
extrinsecos, los cuales se deben de considerar para el planteamiento del protocolo
a seguir. Algunos de estos factores son la raza, la subcepa, el peso, el sexo, las
condiciones ambientales, el tipo de exposicion y la via de administracion, entre
otros (Gad, 2014).

Ensayo de mutaciéon y recombinacion somatica (SMART)

El ensayo de mutaciéony recombinacion somatica, conocido como SMART por sus
siglas en inglés (Somatic Mutation and Recombination Test), es un ensayo in vivo
en el que se emplea tanto a los ojos como a las alas de Drosophila melanogaster.
En particular, el ensayo que emplea a las alas puede detectar la actividad
genotoxica de un xenobidtico en células somaticas, ya sea de tipo mutagénica o
recombinogénica (Vogel, 1992; Rodrigues et al., 2004).

En el ensayo, las larvas de tercer estadio de 72 + 3 h de edad se exponen al
xenobidtico. Se puede emplear una cruza estandar ST (flr* X mwh) de expresion
normal de citocromos P450, o bien, la cruza de alta bioactivacion HB (ORR-flr® X
mwh) gue tiene una sobreexpresion constitutiva de citocromos P450 (Rodrigues et
al., 2004).

Los marcadores de las cepas son recesivos. El marcador tipo mwh se encuentra

en el cromosoma 3-0.3, éste produce un fenotipo de tricomas multiples por célula
(mas de dos). Por otro lado el marcador flr® se localiza en el cromosoma 3-38.8,

produce un fenotipo de tricomas en forma de flama o mal formados, del mismo
modo que el marcador ORR-flr3 (Vogel, 1992; Rodrigues et al., 2004).

La cepa flr®y ORR-flr® presentan los marcadores en estado heterocigoto, ya que
en su estado homocigoto son letales, el primero flr3/TM3, Bd*®" y el segundo
ORR/ORR-fIr¥/TM3, Bd®®". Ambas cepas presentan el balanceador TM3 que al
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contener inversiones impide la recombinacibn con su cromosoma homodlogo,
ademas del marcador Bd*®*" que produce un fenotipo de borde de alas aserradas
(Vogel, 1992; Rodrigues et al., 2004).

El fundamento de la prueba en ala es "la pérdida de heterocigosis de los
marcadores que se expresan como clones o manchas de tricomas multiples (mwh)
o mal formados (flr®), derivados de células mutantes en las alas de los organismos
adultos, que debieron de presentar la mutacion en el estado imaginal" (Graf et al.,
1984).

La cepa ORR-flr® es una mutante que tiene los cromosomas 1 y 2 de la linea

resistente al DDT Oregon R (R), presentando un alto nivel de expresion
constitutiva del CYP6A2 (Rodrigues et al., 2004).

El que haya o no genotoxicidad se determinara por la correlacion del nGmero de
células afectadas, asi como por la frecuencia de manchas. El tipo de marcador
expresado (Figura 8) puede revelar los mecanismos de mutacién que participan en
la produccién de un clon (Rodrigues et al., 2004).

/ N
;'(}.’ / &/ 4 ,"/‘) ?-/'//"/J//"\\\\\ \\"\:
| /v’/, 54 /'{//4 //«7'"// "\\\\\\\\\\N\\
{ ,‘/il./{/./,/_/'/,l‘~‘\\\»\ R

A B C

Figura 8. Manchas causadas por los marcadores mwh y flr’. A) Mancha sencilla con la expresidn del
marcador mwh. B) Mancha sencilla con la expresién del marcador flIr’. C) Mancha gemela con la
expresién de ambos marcadores.

En la formacion de manchas participan varios eventos genéticos como mutaciones
puntuales, deleciones, recombinaciones somaticas, ruptura y/o pérdida de un
cromosoma por una no disyuncion (Vogel, 1992; Rodrigues et al., 2004). La

formacion de éstos se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Eventos genéticos detectables en el ensayo SMART en la formaciéon de manchas

(modificado de Graf et al., 1984).
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JUSTIFICACION

Existen distintos estudios que demuestran que los pesticidas pueden tener un
efecto genotoxico. Los herbicidas representan el grupo de pesticidas de mayor uso
en el sector agricola mexicano, teniendo un efecto amplio en el ambiente con
respecto a los organismos expuestos a ellos. El linuron es un herbicida de uso

autorizado en México, del cual se tiene poca informacion sobre su genotoxicidad,
debido a esto, se requieren mayor cantidad de estudios referentes al tema. D.

melanogaster representa un modelo bioldgico in vivo ventajoso para el estudio de
la genotoxicidad de xenobidticos como lo es el linuron comercial (Linurex 50WP),
puesto que puede aportar informacion del metabolismo de éste, asi como su

posible accién mutagénica o recombinogénica esto por medio del ensayo SMART.
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OBJETIVOS
General

» Evaluar el efecto genotéxico del linuron en su version comercial (Linurex
50WP) en D. melanogaster, mediante el ensayo de mutacion y

recombinacion somatica (SMART) en ala.
Particulares

e Determinar la CLso del linuron comercial (Linurex 50WP) para D.

melanogaster mediante pruebas de letalidad.

e Determinar si el linuron comercial (Linurex 50WP) tiene un proceso de

bioactivacion en el metabolismo de D. melanogaster usando las cruzas ST

y HB.
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HIPOTESIS

Si el linuron comercial (Linurex 50WP) induce algun tipo de dafo que resulte en la
modificacion del DNA, éste se vera reflejado en la frecuencia y en el tipo de
mancha que se observe en el ensayo SMART en células del ala de D.

melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS
Compuestos quimicos

El herbicida comercial Linurex 50WP se obtuvo de la casa de agroinsumos
Agroinova, Xochimilco, Cd. de México, en una presentacion de 1 Kg con 50% de

linuron y 50% de adherentes, agentes estabilizadores y diluyentes.
Mitomicina-C No. CAS: 50-07-7 Sigma-Aldrich

Medio Carolina instantaneo: formula 4-24® instant Drosophila Medium, Plain

adquirido de Carolina Biological Supply Company.

Determinacion de la CLso: prueba de toxicidad

Para la seleccion de las concentraciones a usar para el ensayo SMART en ala se
requirid determinar la CLso del linuron en su presentacion comercial para larvas de
D. melanogaster, por lo que se realizd una prueba de letalidad en larvas de tercer
estadio (72 * 3 h) de la cruza fIr’ X mwh, utilizando las concentraciones de 3, 6, 12
y 25 mM de linuron comercial y, como control negativo, al etanol al 5% (Anexo). La
prueba de letalidad consistid en colocar 25 larvas en un vial con 0.5 g de medio
Carolina instantaneo y 2.5 ml de la solucidon con la concentracién correspondiente,
registrando la letalidad en cuanto al numero de adultos que emergieron después

de 6 dias. Todos los experimentos se hicieron por quintuplicado.

Con los valores obtenidos de la prueba de letalidad, se calculd la CLso mediante

una regresion logaritmica con el Software Excel.
Ensayo de mutaciéon y recombinacion somatica SMART en ala
Cruzas

Para el ensayo se usaron las cruzas estandar (ST): fi’X mwh y la cruza de alta
bioactivacion (HB): ORR-fIr’ X mwh.
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La cruza estandar (ST) se realizo con hembras virgenes fIr’ y machos jovenes
mwh mientras que en la cruza de alta bioactivacion (HB) se requirieron hembras
virgenes ORR-fIr? y machos jévenes mwh. La cruzas se realizaron en frascos de
vidrio con medio de cultivo estandar (Anexo) en donde se colocaron las hembras
virgenes y se vertieron los machos jévenes en una relacion 2:1 para cada cruza

respectiva. Los frascos se mantuvieron a temperatura ambiente.

Sincronizacion

Transcurridos tres dias después de realizar las cruzas se llevd acabo la
sincronizacion de cada una. Para ésta se requirid que en frascos con medio de
cultivo estandar suplementado con levadura fresca y sacarosa, se transvasara
cada frasco de cruza y se mantuviera a temperatura ambiente por 6 h, esto con el
fin de promover la ovoposicidon y asegurar que las larvas resultantes tengan la
misma edad con una diferencia de 3 h. Transcurrido el tiempo se regresaron las

cruzas a los frascos originales.

Tratamientos

Se decidié usar a la mitomicina-C (MMC) como control positivo, ya que es un
agente genotdéxico y, generalmente, se emplea como mutageno de referencia
(Szynbalski y Lyer, 1964; Rodriguez-Arnaiz et al., 1996; Tomasz y Palom, 1997).

Se empled etanol al 5% como control negativo.

Después de tres dias de la sincronizacién, se realizaron tratamientos cronicos
para cada cruza, en donde las larvas de 72 + 3 h se obtuvieron de los frascos
sincronizados por un gradiente de concentracion dado por el empleo de sacarosa

al 20% (Anexo) y el uso de una malla fina de nylon.

En viales de vidrio con 0.5 g de medio Carolina instantaneo y 2.5 ml de la solucién
con la concentracion a evaluar, se colocaron las larvas. Estos viales se
mantuvieron a temperatura ambiente 24 + 2 °C a 60 — 70% de humedad relativa

hasta que emergieron los adultos, los cuales se fijaron en etanol al 70%.
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Elaboracion de laminillas

De la descendencia obtenida de cada uno de los tratamientos, se tenian dos tipos
de adultos de fenotipo diferente en cuanto al ala: (a) tipo silvestre; y (b) con borde

aserrado. Para la elaboracidon de laminillas se emplearon las moscas con ala
silvestre que son trans-heterocigotas mwh+/+flr® o mwh+/+ORR-fIr°.

De cada tratamiento se elaboraron 3 laminillas, cada una con dos filas de 5 pares
de alas de hembras y otras dos filas de 5 pares de alas de machos. Para pegar las
alas al portaobjetos se requiri6 que éstas se retiraran de las moscas y se
enjuagaran con agua para posteriormente sumergirlas en la solucion de Fauré
(Anexo) y asi, finalmente, pegarlas al portaobjetos. Se dej6 secar la laminilla por
tres dias a temperatura ambiente para poder colocarle un cubreobjetos con una
gota de solucion de Fauré. A la laminilla se le colocd una pesa por 2 h con el fin de
que las alas se extendieran correctamente. Posteriormente, se limpio la laminilla y

se sellé con esmalte para ufas transparente.

Analisis de las preparaciones

Las preparaciones se analizaron en un microscopio 6ptico a 40X, con una norma
de lectura de izquierda-derecha, del ala 1 a la 10, abajo ala 11, de derecha-
izquierda 11-20 y asi sucesivamente (Figura 10). La lectura en cada una de las
alas, se realizd en los siete sectores del ala tanto en la vista dorsal como ventral,

siguiendo una norma de lectura que se muestra en la Figura 11.

D R e W WA 10

— Hembras

—  Machos

Figura 10. Preparacion de alas y lectura de la misma.
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Figura 11. Sectores del ala de D. melanogaster y norma de lectura de la misma.

En el analisis se registro el tipo, la ubicacion y la cantidad de manchas observadas

en cada ala por laminilla de cada concentracion evaluada.

Algunas consideraciones que se tomaron en cuenta al analizar las preparaciones
fueron: considerar una mancha tipo mwh sélo a aquella célula que tenga mas de
dos tricomas o grupo de células mwh cuando por lo menos una de ellas tenga mas
de dos tricomas y que una célula se incluira en una misma mancha si ésta no se

encuentra separada por tres tricomas normales.
Analisis estadistico

Las frecuencias del tipo de mancha (simples o gemelas), el tamafio de mancha
(pequefia si presenta una a dos células afectadas; grande si tiene mas de dos
células afectadas) y la frecuencia total de manchas por mosca obtenidas para
cada concentracion fueron comparadas con las frecuencias del control negativo en
el programa SMART PC-version 2.1 basado en la prueba no paramétrica de ji
cuadrada para proporciones con un nivel de significancia de 0.05 (Frei y Wurgler,
1988).

El efecto genotoxico se determind en base a las diferencias en las frecuencias de

los tratamientos con respecto al control negativo. Esta diferencia se denomina
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factor de multiplicacion “m”. Se tiene una m=2 para manchas simples pequenas y
manchas totales, y una m=5 para manchas simples grandes y manchas gemelas
(Frei y Wargler, 1988).

Para realizar una conclusién de los resultados se requirid la formulacion de las
siguientes hipotesis:

® Ho o hipétesis nula: no hay diferencia significativa en la frecuencia de

mutacion entre el grupo control y el grupo tratado.

m  Hi 0 hipdtesis alternativa: si hay diferencia significativa en la frecuencia de

mutacion entre el grupo control y el grupo tratado.

De acuerdo a los datos procesados se pueden tener cuatro posibles resultados
(Frei y Wargler, 1988), que son:

1. Aceptar la Hoyla H1: inconcluyente.
2. Aceptar la Ho y rechazar Hi: negativo.
3. Rechazar la Ho y aceptar la H1: positivo.

4. Rechazar la Ho y la Hi: débil positivo.
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RESULTADOS
Determinacion de la CLso: prueba de toxicidad

El porcentaje de letalidad para las concentraciones evaluadas 3, 6, 12y 25 mM de
linuron comercial (Tabla 5) muestra una tendencia proporcional a las dosis
empleadas (Grafica 1).

Tabla 5. Porcentajes de letalidad del linuron comercial en la prueba de toxicidad

0 0
3 0
6 24
12 30
25 40
40 -
35 -
30 -
25 -
% 20 -
15 -
10 -
5 -
A A
0 1 1 . .
0 3 6 12 25
Concentracion (mM)
M Letalidad

Grafica 1. Respuesta del linuron comercial, porcentaje de letalidad.

Con los porcentajes de letalidad se obtuvo la ClLso, a partir de una regresion

logaritmica obteniendo un valor de 37.15 mM (Grafica 2).
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Letalidad y CLso
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Grafica 2. Porcentajes de letalidad y linea logaritmica para la CLso del linuron comercial.

Ensayo de mutaciéon y recombinaciéon somatica SMART en ala.

Con base en el valor obtenido de 37.15 mM como CLso, se decidid utilizar para el
ensayo SMART en ala las concentraciones de 10, 20 y 40 mM de linuron

comercial, siendo ésta ultima el valor maximo.

En el ensayo SMART para la cruza ST comparando con el control negativo (etanol
al 5%), se observd que para la concentracion de 10 mM se obtuvieron valores
inconclusos de manchas simples pequefias, manchas simples grandes y manchas
gemelas; pero se obtuvo un valor positivo para manchas totales. Para la
concentracion de 20mM y 40 mM se tuvo un valor positivo de manchas totales

so6lo con valores positivos de manchas simples pequefas (Tabla 6).

La frecuencia de manchas simples pequefias fue mayor que las manchas simples
grandes, mientras que no hubo induccién de manchas gemelas (Grafica 3). Para

la frecuencia de manchas totales en esta cruza se observd una tendencia
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proporcional a la concentracion, aunque la concentracion de 40 mM mostré una

respuesta similar a la de 20 mM (Grafica 3).

Las manchas simples en su mayoria se encuentran en las categorias de pequefas

(de una a dos células por mancha) (Grafica 4).

Tabla 6. Ensayo de mutacidn y recombinacién soméatica SMART en ala, cruza ST fIr’ X mwh.

Control negativo
Etanol 5% 60 0,37 (22) 0,03 (2) 0,00 (0) 0,40 (24) 23 1,52
Control positivo 6 45,50 18,17 4,17 67,83 405 214
MMC 0.15 mM (273) + (109) + (25) + (407) + ’
10 mM 60 0,57 (34)i 0,13 (8)i 0,00 (0) 0,70 (42) + 41 1,8
20 mM 60 0,67 (40) + 0,12 (7)i 0,02 (1)i 0,80 (48) + 46 1,72
40 mM 60 0,70 (42) + 0,08 (5)i 0,00 (0) i 0,78 (47) + 46 1,67

Los datos se presentande acuerdo con Frei y Wiirgler (1988):
+ = positivo; - =negativo; w = débil positivo; i =inconcluyente. m = factor multiplicador.
Nivelesde Probabilidad: alfa= beta= 0.05.
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Grafica 3. Frecuencia de manchas por tipo obtenidos en la cruza ST.
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Grafica 4. Distribucién de manchas simples por categoria de tamafio para la cruza ST.
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Al comparar los resultados con el control negativo, en la cruza HB, se observo que
en las concentraciones 10 mM y 20 mM se tiene un valor negativo para manchas
simples grandes y manchas totales; e inconcluyente para manchas simples
pequefias, mientras que para 40 mM se tiene un valor positivo para manchas
simples pequefas, un valor negativo para manchas simples grandes y un valor
positivo para manchas totales. En esta cruza se observd un incremento en la
frecuencia de manchas totales con una tendencia proporcional a la concentracion
(Tabla 7).

Para todas las concentraciones que se probaron, la frecuencia por tipo de mancha
fue mayor para las manchas simples pequefias a comparacion de las manchas

simples grandes; mientras que no se detecté ninguna mancha gemela (Grafica 5).

Como se muestra en la Grafica 6, en la cruza HB, las manchas simples en su
mayoria se encuentran en las categorias de pequefas de una a dos células por
mancha.

Tabla 7. Ensayo de mutacién y recombinacién somatica SMART en ala, cruza HB ORR-fIr® X mwh.

Manchas Manchas "
Num. simples simples Manchas Manchas CI(?(;Les P(;zr?iiﬂ)'gs
Concentracién de pequefas grandes (> gemelas totalesm=2 manchas de division
alas  (1-2 células) 2 células) m=>5 mwh celular
m=2 m=5
Congtrgr']gfgoa/:"’o 60  0.33(20) 0.12 (7) 0.02(1)  0.47(28) 26 1.92
Control positivo 57,50 22,00 3,83 83,33
MMCO0.15mM  © (345) + (132) + (23) + (500) + 490 2,02
10 mM 60  0,48(29)i 0,02(1)- 003(2)i 0,53 (32)- 31 1,68
20 mM 60 0,48 (29) i 0,10 (6) - 0,00 (0)i 0,58 (35) - 33 1,7
40 mM 60 0,77 (46)+ 0,10(6)- 0,00 (0)i 0,87 (52) + 51 1,61

Los datos se presentan de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988):
+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo; i =inconcluyente. m = factor multiplicador.
Nivelesde Probabilidad: alfa=beta= 0.05.
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Grafica 5. Frecuencia de manchas por tipo obtenidos en la cruza HB.
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Grafica 6. Distribucién de manchas simples por categoria de tamafio para la cruza HB.
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DISCUSION

El linuron comercial (Linurex 50WP) en D. melanogaster no mostré ser muy toxico,
ya que fue posible evaluar concentraciones relativamente elevadas en larvas de
tercer estadio, siendo la de 40 mM la mayor, de modo que el rango de
concentraciones probadas garantizan los resultados obtenidos, puesto que el

intervalo de concentraciones es amplio entre ellas.

Las frecuencias de manchas totales para el control negativo (etanol al 5%) en la
cruza ST (0.40) (Tabla 6) y en la cruza HB (0.47) (Tabla 7) son comparables a los
obtenidos en nuestro laboratorio al emplear otros solventes, tales como: agua
destilada y dimetilsulfoxido, como control negativos (Téllez et al., 2007; Duefas-
Garcia et al., 2012; Sortibran et al., 2015).

D. melanogaster tolera y utiliza altos niveles de etanol que se encuentran en el
nicho de frutas en descomposicion de las que se alimenta naturalmente (David y
Van Herrewege, 1983; Geer et al., 1993). La informacion publicada acerca del
potencial genotéxico del etanol muestra que no es un mutdgeno ni en bacterias ni
en células de mamifero, ademas, se ha demostrado para los ensayos in vivo en
los que se evalla la induccion de aberraciones cromosdmicas, no tiene ningin
efecto (Obe et al., 1986; Phillips y Jenkinson, 2001). Existe ademas, una clara
evidencia, obtenida de las investigaciones en las cuales se emplea al etanol como
vehiculo solvente, acerca de la falta de respuesta del etanol como compuesto
genotoxico y clastogénico en diversos ensayos in vitro (Phillips y Jenkinson, 2001).

La frecuencia de manchas totales inducidas por la mitomicina-C (MMC),
promutageno empleado para asegurar que el ensayo funciona, fue tal como se
esperaba, es decir, mayor en la cruza HB (83) que en la cruza ST (68). Fue
posible detectar la capacidad recombinogénica de la MMC a través de la induccién
de manchas gemelas a pesar de que el numero de manchas de este tipo fue

similar en ambas cruzas.
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En este estudio, el linuron comercial resultdé ser genotoxico en ambas cruzas. En
la cruza ST, se mostré una clara relacién dosis-respuesta, mientras que en la
cruza HB, solamente la concentracibon mas alta (40 mM) resulté ser
estadisticamente positiva. Estas diferencias pueden deberse a la capacidad
metabdlica de cada una de las cruzas. En la cruza ST, la actividad metabdlica es
basal, mientras que en la cruza HB, al sobreexpresarse constitutivamente los
citocromos P450, es capaz de desintoxicar al herbicida. Cuando el sistema
enzimatico se saturd, lo cual pudo ocurrir en la concentracion mas alta, entonces

se produjo un resultado positivo.

El tipo de mancha puede indicar si el compuesto es mutagénico o
recombinogénico. En esta investigacion no se encontraron resultados positivos
para manchas gemelas en ninguna de las concentraciones empleadas ni tampoco
en las cruzas, por lo cual el herbicida no mostré actividad recombinogénica,

solamente actividad mutagénica.

El tamafio de la mancha fue otro parametro que se considerd. Este permite
establecer si el compuesto es de accion directa o si requiere ser biotransformado.
El linuron indujo en todas las concentraciones ensayadas manchas pequefias, de
una a dos células, las cuales sugieren que se produjeron durante la ultima division
mitética de las células del disco imaginal, antes de la metamorfosis y por tanto, de
la formacion de la pupa. Por ello, se sugiere que el linuron se clasifique como un

promutageno.

La literatura sobre la genotoxicidad del linuron es escasa y contradictoria. En
algunos estudios se concluye que no es genotodxico, por ejemplo, en las células de
ovario de criceto chino (CHO) y en Salmonella typhimurim (EPA, 1988); sin
embargo, también existe el reporte en el que se demuestra que el herbicida induce
la produccion de micronucleos en linfocitos de sangre periférica humana
(Papapaulou et al., 2001). El trabajo de Scassellati y colaboradores (1997)
proporciona datos de la genotoxicidad del linuron puro y comercial que fueron
probados en el ensayo de reversion de la histidina en Salmonella typhimurium, en
las cepas TA97, TA98, TA100 y TA1535, inclusive en los ensayos en los cuales se
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empled la fraccion S9 obtenida de ratas no se observd ninguna actividad
mutagénica. En otro estudio fue posible detectar la actividad genotdxica del
herbicida mediante dafo inducido por rompimiento de una hebra del DNA en el
ensayo de elucion alcalina en células de higado de rata. En general, la
genotoxicidad del linuron difiere de acuerdo al modelo de estudio elegido, el tipo

de ensayo que se emplea, las concentraciones Yy las dosis evaluadas.

Con el ensayo SMART en ala se han evaluado distintos herbicidas, tales como la
hidrazida maleica, el alaclor, la atrazina y el paraquat (Torres et al., 1992), asi
como el amitrol y la terbutrina (Kaya et al., 2000) los cuales resultaron genotdxicos
en la cruza ST, mientras que el metribuzin, el prometrin y el dibromuro de diquat

no resultaron ser genotéxicos en esta misma cruza.

Al emplear la cruza de HB, se obtiene mayor informacién acerca de la capacidad
de un xenobidtico para inducir dano genético. Al analizar los efectos genotodxicos
del bentazon, se encontré que es negativo para la cruza ST y positivo para la HB,
aludiendo asi a una bioactivacién del herbicida, mientras que tiobercan se
comportd de manera similar que el linuron puesto que fue genotdxico para la cruza

ST y no para la HB (Kaya et al., 2004). Es posible que este efecto se deba a que

la desintoxicacion por parte de la actividad de los citocromos P450 sea eficiente.

Las formulaciones comerciales de los plaguicidas contienen algunos compuestos
quimicos azarosos, por lo que es importante identificarlos con el propésito de
establecer si son o no inocuos. El linuron comercial contiene alquil-aril poliglicol
éter como adherente, agua como diluyente y estabilizadores inertes que se
emplean como impermeabilizantes. Por lo tanto, la validez de los resultados
obtenidos en este trabajo estriba en que las formulaciones comerciales son las
que se emplean cotidianamente en la agricultura y a la que estan expuestos los

trabajadores del campo.
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CONCLUSIONES

El linuron comercial resulto ser ligeramente toxico para las larvas de tercer estadio
de D. melanogaster, por lo que fue posible analizar sus efectos a concentraciones

de hasta 40 mM.

El linuron comercial resultd ser genotdéxico mostrando una relacion dosis-
respuesta en la cruza estandar (ST). En la cruza de alta bioactivacion (HB)
solamente mostré inducir dafio genético en la concentracién mas alta (40mM),
efecto que sugiere que a bajas concentraciones las larvas lo metabolizan de
manera eficiente, mientras que en la mas alta es probable que el sistema de
biotransformacion generara metabolitos intermedios reactivos que no pudieron ser
conjugados o que el sistema enzimético simplemente se saturd. El herbicida
puede clasificarse como mutagénico debido a que no se encontro la inducciéon de
manchas gemelas en ninguna de las concentraciones evaluadas en ambas

cruzas, solo se encontraron manchas simples productos de eventos mutagenicos.

El ensayo SMART en ala de D. melanogaster permitio la evaluar in vivo los efectos

genotoxicos inducidos por la formulacion comercial del linuron, que es la misma a

la cual los trabajadores del campo estan expuestos.

Al ser el linuron un herbicida de uso autorizado en México, representa una fuente
potencial de riesgo a la salud por lo que es necesario que se realicen mas trabajos
sobre su genotoxicidad. Este trabajo aporta datos de letalidad y de genotoxicidad

que permitiran futuros estudios para el linuron.
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ANEXO

Etanol al 5%

7.5 ml de etanol absoluto se aforaron con agua destilada a un volumen total
de 150ml.

Medio de cultivo estandar

Se preparé con 105 g de harina de maiz, 70 g de azucar, 66 g de levadura
de cerveza seca en polvo, 15 g de carregenina, 5 g de grenetina, 4 ml de
acido propiénico, 4 ml Nipagin y 1250 ml agua para 24 frascos de vidrio
siguiendo la metodologia de Rodriguez-Arnaiz et al., 2005.

Solucion de sacarosa al 20%

Se prepard 1 | de solucion de sacarosa al 20%, con la dilucion de 200 g de

sacarosa en 1 | de agua.

Solucion Fauré

Se prepara con 30 g de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de
cloral y 50 ml agua (Graf et al., 1984).
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