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RESUMEN

Se investigb £a induccibn de intercambios de eromftidas hewmanas (ICH)
en fas raices de Vicia gaba tratadas con Los insecticidas onganoges §orados
foliamt y metil paratibn. Loy nesultados mostranon que o€ ICH es un Lndica-
don efectivo para evaluar el daiio a nivel genftico producido ponr estos in -
secticidas en concenthraciones bajas (0.5, 0.75, 1.0 y 2.0 ppm). Los datos
se trabajanon estadis ticamente apficando fa prueba "t" de Student, EL foli-
mat elevl significativamente La frecuencia de ICH con refacibn al testigo
en 1.0 ¢ 2.0 ppm y no presentl una nelacidn clara de concentracifn-ejecto,
EL metil paratibn incrementl significativamente a §recuencia de 1CH en to-
dos £os casos, presentando una relacibn concentracdfn-respuesta hasta 1,0

ppm, en donde se dupfic§ el valon def testigo.



INTRODUCCTION

Se ha consdderado que uno de Los problemas actuales mds senios Lo
constituye £a presencda de enormes y vatiadas cantidades de productos qui
micos sintbticos en el ambicate, Lo cual nepresenta un riesge potencdal
para fa salud humana. En fa contaminacidn del amb<onte ticnen un papel im
pontante Los solventes {ndustriales, Los detergentes, Loy fertilizantes y
Los pesticidas (Littewst g Lichtenstedn, 1971; Mellan, 1377).

Los pesticidas se han empleado desde fa antiquedad (Smith y Secoy,
1975) apontando beneficlos al hombre en muchos éxndenes, Sin cmbargo, sus
amplios efectos blollgices han conducido a incrementar Las alternativas
de segurddad ambiental que 2Leven a fa Limitacidn de su uso (Banthel, 1981},
EL aumento continuo def ompafeo de £ob (nsectlcidas l:a provocade acciones
defetbreas en ol ambiente y en La salud de Las pernsonas (Wild, 1975), es-
pecialmente cuando (nvolfucta aspectes mutagénicos, carcinegénicos y tena-
toglnicos (WHO, 1972).

Los insecticdidas son un ghupo {mpertante de sustancias empleadas en
La agricultina, se ha descxdto £a existencia de atrededor de 800,000 espe
cies de indectos y de Gates, 68,000 scn consdderados como pestes;  Se es-
tima que hay mds de 100,007 forumdlaciones de pestieddas (Melnikov, 1971},
Entre Los insecticidas se¢ pueden citar Los aleafoides, Loy carbamatos,
Los onganocfonados y Los organofosforados, comsddernades cuatro veces mds
t6xicos que Los organccforades, aunque menod persistentes que €atos (Na -
tional Academy o4 Sciences, 1980).

Los insecticidws onganofosforados producen en Los vertebrados La in
terwupedibn de La transmisidn del {mpulso nervicso en Lo s{isiemas nervio-
308 centnal y penifbrico, pon inhibicibn de {a acetileolinesterasa, enzi-

ma que modula fa cantidad de acetilcolina newre thasnsmisora (0'Brien, 1967;



1969; Karczmar et al., 1970; Aldvidge, 197); Fukwto, 1971}, EC mecanismo
de este bloques se nealiza mediante la fosfornilacibn de un grupo hidroxil
sedna en el sitio active de La enzima (Fest y Schmdidt, 1973},

0gna caractenistica amporntante de cste Upo de compuestos s su pro
piedad alguilante (Preussman ot af., 1969; Bedford y Robinscn, 1972).

La estructura elemental de Los {nsecticidas onganofosdonados (orga-
nofosfatos) es = P - 0 - C - ; La presencia del 46s4cro y del canbono co-
mo a{tos electredilicos proponciona a cfave para entenden £as hreacciones
con fLos nucleb4(los al sufiit fosforilacidn o alquifacibn. EL ADN de una
cfludn viva contiene muchos y muy diferentes sitdes nuclec{{icos suscep-
tbLes de experdmentan ese £ipo de ataque. La neacedbn de Eos ongancfosfa
tos con of agua como nucleb4(Le, es decin £a hidx6L{s4s, cunducena La fon
macifn de dibstenes del fcido {eshbrico y aleoholes, tioles o fenoles.los
diateres pueden ser hidroldzades a moncestenes y eventualmente a §6s4uno
inonglnico {Witd, 1975}, Llas principales rutas »admandias del metabolismo
de Los onganofosfatos son fa exdidacidn y La hilvdeisds (Hutsen et af .,
1971; Hutson y Hoad€ey, 19727). EL higado de mamifcros y fa jraccibn de en
zimas micnosbmicas de {nsectes condvetten oxddativamente Los tlofosgatos
a fosfatos, Lo que aumenta fa actividad {osienifante de Cos compucstos,

EL 4olimat (dimetoate), es un acaricida s<stémico onganofosjorado
{Thomaon, 1973) con el cual se¢ han nealizade divensas pruchas en animaled
la dosis Letal media (L0s5p) aplicada pon via oral en natas, conejes y ga-
tos es de 50 mg/Kg, para cobayos de 100 mg/Kg y para gallinas de 125
mg /Kg (Bayer de MExico, 1980).

EL metil paratibn, otro insecticdida onrganciosforado ampliamente usa
do ya sea puro o combinado con otros {nsecticidas organofosforados y orga

noclonrados, es glcilmente absonbido a través del tracto gastrodntestinal



y respinatonio asl como por La plel (U.S. bapmbnent 04 Health, Education
and Welfare, 1976). Tanto el metil paratibn como su prinedpal metabolito,
el metil paraoxbn tienen aceddn inhibidora de La acetdcq&'nutm@a y de
La butileolinesterasa (Myens gt af., 1952). En humanos, ol envenenamiento
s482émico pon compuedtos anticolinérgdicos, como el metdil paratibn y el fo
Limat es acompaiado pon disminucidn de La actividad de {a colinesterasa
en ef plasma (U.S. Depantment of Health, Education and Wel{ane, 1976). Se
ha descriito que administhado a embtiones de pello en dijerentes etapas de
desanollo provoca anoumalidades mongolégicas en La porcibn cervical de
La colwnna vertebral (Meani€e, 1974). En natas tratadas con este compuesto
se observa {nchemento en ol nfmero de productos muertos en el parto (Lob-
dell y Johnston, 1966), La supresibn del desaviollo fetal y La osificacibn
y La aparicibn de paladah hendido y murtte fetal en ratones (Tamimura

et al., 1967). Kimbrough y Gaines (1968} demues tran que una inyeccibn in-
trapenitoneal de paratifn a ratas preiadas puede causar cfectos teratogé-
nicos y Wesd (1968) repota La joamaciGn de hematomas subcutdneos en ra-
tas.

En ol hombre provoca neaccdones esquizofrénicas depresivas con daio
sevene de fa memonda (Gershon y Shaw, 1961), también se sabe que produce
nduseas, visién borrosa, calambres, diarrea, vbmito, salivacidi, pérdida
de neflejos, convulsiones e <ncluso £a mueate pon envenenamiento (Thomson,
1973; Van Bao et af., 1974; Diggony et al., 1977; De Been et al., 1980).
La dos<is Letal media nepontada pot Thomscen (1973) es de 9 mg/Kg de peso.

Con nelacidn a sus efectos gendtices se ha demosérade que el metil
paratibn incrementa fa frecuencia de abeanacicones cromosdnicas en fa san-
gre perifbrica de personas con Lntexicacdfn aguda (Yoder et al., 1973 ;

Van Bao et al., 1974), Sin embarge, de Casia Stocco et al. (1982) o ob -



servan ejectos clastogénicos en trwabagadores ocupacionalmente expuestos
a este {nmsecticida; tampoco altera a tres Lineas celulares hematopoibti-
cas ni a cblulas de La médwla 6sea en ratones (Huang, 1973).

En Bacillus subtifis, Escherdciia cold y Salmonella tuphimurium no

es mutagénico (Sommon et al., 1975). No cbstante, Fahrig (1974) en un cs-
tudio comparativo de mutag&nesdis con pesticidas, neporta que dosis refatd
vamente. altas de metil paratibn y de folimat, entze otres compuesios orga
nogosiorades causan cambics genéticos en todos fos sistemas de pueba de

microorganismos usados. Aparentemente fa mutageniccdad de este grupo  de

pesticidas depende de su capacidad para alquifar Lus deddos nucféicos {Lo
§n0th, 1970; Bedford y Robinson, 19717).

EL dasio que pueden producin estas sustancias al material genbtico me
diante La induccibn de mutaciones, es une de Cob ndicsgos toxicolbgicos no
valonados suficicntemente, a pesat de su repercws£L8n en La salud de Los Ln
dividuos afectades, En virtud de que es dmpontante conocer ef comportand en
to de cste tipo de compuestos y debdido a que, por problemas Eticos y eco-
némicos, asi como de tiempo no es pesible teatizat {a experimentaciSn di-
recta con ed hombre y, en vista de que Loy bicemsayes con mamiferos com -
pletos para demostrar genctoxdicidad son swnamente carcs {deKengemmeaux ed
ak., 1983}, se ha wsado a Las plantas superiotes come ongandsmos biofbgl
cos de preba pata detectar el efecto de contaminantes quimicos ambienta
Les (De Seares y Shelby, 1978; Constantin et al., 1981).

Se considena que Los cromosomas de fa raiz principal del haba Vicda
faba constituyen un matendal swnamente (il en estudes de citogenética
(Ma, 7982) debido a que su nidmero no es elevado (Zn=127) y a que son {deid
mente observables pon su gran tamaio. Su carlotipo nommal estd condti -

tfuido por un par  de cromesomas metacntricos, fos cuales en uno de  us



brazos presentan una constriceddn secundarda en fa negibn def caganizades
nucleolat y einco pates de cromosemas subacrocninicos que muedtran pucas
diderencias entre 8L, EL premedio de duracibn del ciclo celufar en La
rndz prinedpal es de 19.3 henas a 19°C {Evans y Scott, 1964) y sus perdo
dos  son: el presintético (Gp! de 4.9 howas, of sdintético (S) de 7.5 honas,
el postsintético (Gy) de 4.9 horas y La mitosdis (M) de 2 heras.

Una prueba citogenética adecuada para detesminan of dwic pvrovocado
por Los agentes quimicos, fa constituye ed (ntercambio de cromftidas hen
manas {ICH) ya que peunite defectar el edecte de concentraciones diez wve-
ces menones que fas hoquerddas pana inducir abeqtaciones (Latt, 1974; Pe-
nmy oy Evans, 1975; lavt et al., 1987).

La di4erenciacion entne cromdtidas hemwmanas es descrita iitécﬁf:r:e;:—
te pon Taylon et al., (1957}, ne cbstante que 8sta habla sido infendda por
MeCLinteck (1938) estudiande el comperwtamionto de Los cremosemas en and -
L0 def mafz. EL TCH {nvolucra un intercambio simfttice en un Locus dado
entre cromdtidas heamanas sin afterar {a morgofogla Jef cromosoma (Penxy
y Evans, 1975).

Los intercambios de cremdtidas hemmanas son censdderados como indi -
cadores de fa presencia de Lesiones en el ADN, por effu esta prueba ha
sido utilizada para demes tran mutagénesdis tanto {n vive como in vitro {Pe
amy gy Evans, 1975; Stetha y Wolfs, 1976; Musi€eud et af | 1979}, Divensos
autores senalan el aumento de €a §recuencda de (ntercambios de cromdtidas
herumanas como ségno de dafio chemosbmico en cultives de Linfocitos humanos
producidos por diferentes agentes qu(ﬁicas (Latt, 1974; Tice et al., 1976;
tvans et ab., 1977; Gewetr-Smidt y Faiednich, 1978; Csukds et ak., 1981).

En una serie de trabajcs nealizados en Vicia {aba se ha mostrado

que {08 agentes que prevocan aberuacfones cremesbmicas aumentan también el
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nfmeno de intercambios de cromdtidas hermanas (Kihdman y Knonbong, 1975;
Kiheman y Stunelied, 1978).

A partin de Las primenas demostraciones de intercambios de cromdti-
das hermanas cen eatudlos autonnadiogndiices de cromoscmas vegetales mar-
cados con timidina tuitdada (Taylon et al., 1957; Taylor, 1958), sc han
desawnollado difenentes procedimientos para distinguin {as cromdtidas hen
manas siin ut{lizar (s6topos nadieactlvos y awtorvradicgraiia. Los mEtodes
deserndtos para plantas son of de 4luchesconcda mds Glemsa (Kih€man y Kuen
bong, 1975) w el dv fucsina Leucebfsica (Tempelaan ot al., 1962). Estas
téendcas consdsten  on da expmsicibn de Las células a S5-bromo-2'-desoxd -
wrddina (Brdund), un andleac de bases ded ADN, de tal manexa 'quc Los cro-
mosemas dv fa sequnda m(tosds poscen wa cromdtida sustitudda por Budlad
e una  cadena de ADN, meontras que Au cremdtida heunana os sus tctudda en
suy dos cadenas por BrdUnd. Las cromdt{das hemwmanas sws ¢Cfuddas tdien (-
fercncdalmente con wia combinacdn del 4Lucrocromo Heecenst 33258 y Giemsa

‘ (Farry o Wobdq, 1974) ¢ con el neactive de Sciifd (Lineddn de Feulgeni
{7empelaar ot af., 19571,

tn wista de La amplia distudbucidn v de €a toxicddad que muestran
£03 pesticidas y debido al niesgo genftico que constituyen pata el hombie
y al escaso ndmero de estudios nealizades al wespecto, on ol presete tra
bajo se utilizan Los {nsecticidas organofosfrrados folimat y metil para-
tiln con el propdsite de evaluar Su esecto sobre La jrecuencda de Lnter -
cambios de cremftidas icmanas e fay cflulay mend stomdticas de fa talz
de Vicia 4aba mediante fa tfenica de {uesina Cowcobdsdca y establecen €a

nelacibn de La concentracién cen La 4rnecuencia de (nduccibn de ICH.



MATERTAL ¥V METODO

Se utilizaron semillas de Vieia faba (var, Minon), Las cuales se
Lavaron en agua conuiente por dos honas. Posteriommente se mantuvienon en
La oscunidad durante 24 honas a temperatura comdtante (21°C) sumengidas
en agua, con el proplsito de acelerar £a germinacibn, transcuwrnido ese
Llempo se favaren nuevamente diez minutos en agua covrlente y se coloea -
nen entre dos capas de algodbn hunedecdido, mantenibndo€as en La oscuridad
hasta que aparecieton Cas radiculas, en este momento se Les removi6 La
testa para evitar £a contaminacibn pon honges.,

Cuando Las ralces alcanzaron de dos a thes centimetros de Longdtud
s¢ {ncubaron on una solucidn de Brdund/ 10 uM, Fdund/ 0.1 wd y Uxd/ 5 uM
dunante un elefo de neplicacdbn (20 honas), cada rafz se <{ntrodujo en La
s0fucibn en un tubo de ensayo cubiento con paped aluninio, tapando  tam-
bidn Los cetiledones para evitar La exposdieddn a la fuz,

Trans curnidas as Zb'lw.m.s, se trataron dos fhionas con golimat (dime
toato) (ditiofesiato de 0,0-dimet l-S- (N-metil carbameit meti) de Bayer
{con 83,75 ¢ de purczal en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 pom y metil
paratibn (foliduf} (tiodesdato de 0,0-diemtll-0-nitwo3enclo} de Bayer (con
500 g/£ de 4ingrediente active) en concentwaciones de 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0
ppm; Las nadces de § pdntulas pos concentracifn se swmengicton en un va-
s0 de precdpitados cubderto ceint papel alumdinic, cn orificics hechos en
La parte superior para ponertas en contacte cen {a soLucldun, Loy testigos
correspondientes se mantuvieacn en fas mismas condicloned experimentales
pero con Las naices dentro de agua destilada dunante dos hotas en £a obs-
cunddad.

Despubs del thatamiento fas naices se cofocaron e una solucién

fresca de BudUnd {5-bromo-2'-desoxiwridina), Fdixd |5-Fluon-desoxiuridina)



y Und (Uridcna) durante un segundo ciclo de neplicacibn (20 honras).

AL cabo de ese tiempo se hicieron contes de La nalz de 7 milimetnes
Yy se expusienron durante trhes horas a 0.05 % de colchicina en fa obicuftédad.
La §ijacibn se €Levb a cabe en dcddo acbtico al 100 $ por una hora a 21°C
y mds tande se Transfirieron a etanol-deddo acético {3:1) a -20°C durante
dos dias. Una vez transcuniido ese Lapso, Los contes se introdujeron en
ctanol al 70 % a 28°C por 15 minutos. Posteriowmente se hidrolizaron en
HCE 5 N durante 80 minutos en baiv marnia a 2§°C,

Los meaistemos se enguagarcn  despubs en agua destilada pon Lo me -
nos thes veces y ae tificnon con el reactive de Schiif (tincin de Feulgen)
durante doce minutos en La oscuridad. ‘

Los contes se thataren con pectinasa al 7 % disuclia en amontiqua -
dor de citratos {pH= 4.7) por 15 mlnutos a 28°C.A continuacidn se pusie -
non en &cido actico al 45 % durante 10 minutes y finalmente se thansfd -
{de/wn a etanol af 70 & o por 30 minwfos. '

EL aplastandiento en menccapa del tegcdo ["squash") se £levd a cabo
empleando &eido acltico al 45 % y las preparaciones 4ueton hechas peama -
nentes con fa téenica det hielo seco (Congen y Fainchild, 1953), deshidra
tando con dos cambios de butanof y se mentaron en bitsamo de Canadd.

Pon cada concentracién de Los dos pesticidas se registraron 50 cho-
mosomas metacdntricos (M) y 250 subacrccéntricos (S}, que conresponden al
nfimero de cromosomas contenidos en 25 célufas. Los {ntencambios tewmina -
Les se cuantificaron come uno y fos (ntersticiales como dos. Para efec -
tuan Las observaciones af microscbpio y con el objeto de evitar prejuicio
del observadon, Las preparacioncs §uctron reetiquedadas.

Con el propbsito de comprobar fa validez de Los nesultados se hizo

una hepeticibn del experdimento.
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Los nesultados obtenidos se valoraron mediante £a prucba estadisti
ca "t" de Student.

RESULTADOS

A Los promed{os obtenidos en cada concentracidn de £os dos expersi -
mentos se Les aplic6 La prueba estadistica, determindndose que no hay di-
fernencias entne ellos, porn Lo que eb posible promediarfos.

Los datos expresados en £a tabla 1 y en fa fdgura 1 muestran que
con el folimat no se (ncrementan {as {recuencias de ICH vn La concentra -
ed6n menon (0.5 ppm) con welacién al testiyo, en tanto que en 1.0 y 2.0
pem 84 s¢ {nchementan; s4n embargo no se nota una helacdén de concentra -
cLbn-edecto,

En La tabla 17 y f4gura 2 so presentar las grecuencdas de ICH Lndu-
cidos pon el metid paratidn, en donde se cerrobora que « meddda que se
aumenta La concentracién 8¢ {ncromentan €as frecuencias, obtendéndose La
mayon en 1.0 ppm, disminwgendo postendcamente. En todos fes casos hay di-
{enencias s{gndiicativas con nelacifn al testige y solamente en 1.0 se
obtiene La frecuencia que duplica da cypentdnea,

En Las figuras 3 y 4 se cuddencian metafases con cacmosomasd que phre-

sentan {ntencambios Lntersticiales y distales.
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Ne obstante que en La actualddad La maverla de Las <nvedtigaciones
encaminadas al anflisds del 1CH se €levan a cabo en células animales, ch
2as cuales se han mejorado Cos métedos basados en £a {nceaporacddn del
andfoge de La timidina, £a 5-bromo-2'-descxiwidina, fas primeras obser -
vaciones para detectan el ICH fuenon rcalizadas en vegetales, ya que du -

sante el peniodo comprendido entrne 193§ y 1957 adn no se hablan estabfe -
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cido Las técnicas citogenbticas mcdernas para el cultivo de céfufas anima
Les.

Despuls del descubrimiento de £a téenlca de flucrescencia mds Giem-
sa en culdivo de céfulas de mamiferos {Perny y Wol44, 1974), &sta es apld
cada a material vegetal, paimetamente en Vicdia daba (Kih&man y Knonbong,
1975), despubs en AlLium cepa (Schvwetzman y Cont€s, 1977), Sccale cerea-
{e (Friebe, 1978), Hondeum Yulgare (Schubent et al., 1980) y Tradescantia
pafudosa (Grant i Goldstedin, 1983). Sin embarge, en contraste (‘.onrfaks cé-
Lubas animales, £as plantas son raramente wtildzadus para detectarn ICH
{Tempelaan ot al., 1962). En estas investdgaciones Ca metodofogia descri-
ta es efabonada, {nvofucrando muchos pasos para La {rcorporacién obligada
de BrdUnd tales como, tineiln cen {Luctescencia, dmadiacddn, tincidn con
Glemsa, blanqueamiento, deshidnatacién, embebimiento, cte.

EL precedimiento wtildizade cn este trabajo nesulta mds preciso en
definicibn, ademds de que sc han teducido £o mds posible t0s pasos,  me-
diante fa adaptacibn de £a conoc ida téenica de Feulgon para of ADN con el
§in de obiencr cf centraste difenrencial entre Las cromftidas hermanas
(Tempelaar et af., 1952). Lla weaccifn de Feulgen-Schiff cstd basada en La
conversibn deida catalizada del ADN pon hidn6eisdis a deide polialdehido
apwiinico (APA) sequida de fa tincién de esos aldehidos con el neactivo
de Schiff. La intensidad de La tincibn es in§fuida pon factcres tales co-
mo ef tipo de fijacibn, ef procedimiento de hidi6Lisss, fa compactacibn
de fa cromatina y fa composicdibn def teactivo de Schiff (Duljndam y Van
Duifn, 1975).

Aparentemente €a hidn68is<s del ADN por el HCL parece ser el paso
mds impontante para obtenen ef contraste diferencial {Tempelaar et af.,
1982). La despolimerizacibn del ADN es indciada despuls del primer ata -
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que de despurinacin, que hesulta en una menor tasa de La cromatina com -
pacta que de La caomatina difusa (Dudijndam y Van Puijn, 1975). Debido a

que el ADN susti tulde con Burdurd tiene una juette afinddad por fas proted
nas cemparade con el ADN que contiene timd{dina (Gondon et af., 1976} , se
espera una tasa sindlat de despoldmerizacdn diderencial cuande e  ADN

de una crem@tida di{dere en contenddo de timidina y Brdliad.

EL omploo de Uicda qaba se debe a que durante muches aiios se ha xe-
conocddo su sensdb(lidada para Les metdgenos quimdicos on ef sistema de
prueba pata aberracdones chemosénieas e ICH (Kihiman, 1977) ¢y ademds pox
sus grandes cromesomas con alto contendde de ADN, os cuales mantienen
bucna  vlsib.clidad bajo condiclones de hidi6Lis.4s p‘mﬁ.ongada'.

Les cnomosemas de fas wadcoy tratadas con Brdird nesdsten £a despo-
Comerdzacdén ¢ wetionen ef colon, Lo cual peaumdite cvidenciar £as cromdt(-
das que poscen AN swstdtudde bodclaumente {escural y ADN undd{dtamente
sustituide (clanra),

Pata (ncrementan {a (ncorpetracdién de Budlisd en Los mendstemes xadi-
culanes 82 debe suprimds La stintesds de neve del fedde tomid{lice weddan-
te La adicifn del anflege de Unidina, La 5-Fluordesoxcurddina  (Fdund)
(Hawt y Taylen, 1367), cn una concentracddn tal que sea capds de <nhibit
La sintesds siin dfectar a othos precesos metablldcos de tas célubas
(Schvartmman y Contés, 1977}, Despuds de €a fesdordfacidin a dadido 5-§luot
desexdundidllice, e andlogo (Fdllrd) (nhibe efecteva iy espec{{icamente a La
enzima tim{dilato sdntetasa que cataliza La metdlacidn del deddo widdifico
a deddo timddolico (Kchiman y Andetssen, 1982}, “xatamientes prolengados
pieden provocar alargamiento det cicte sefufar ademds de (nducin tompimicn
tos cromesémices (KchCman, 1971) gy suprimin (a sintesds ded ARN (Rac

Gontehawedd, 1969), pata cvitarle se agrega de mancta stmultdnea wrddina
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(Und) para contrarnrestar cuafquicr efecto adverdo sobre La sintesis del
ARN {Kihman y Knonbong, 1975). Pon tak nazbn La sofucibn se constituye
con 5-Brdund, 5-Fdurd y Und.

La nesistoncda que osnecen €as célufas vegetales a sen aplastadas
en monocapa, o3 un obstdculo gue se ha podido vencer a thavés del empleo
de fcdldos o enzdimas capaces de hidrolizar fa LAmina media de £a pared ce-
Luban, disotviendo sus componentes pécticos con el objeto de Lograr unau
buena separacibn de fas céfulas merdstomiticas (Khfman y Andersson, 1982),
En La téendica usada en eséa cnvestigacifn se aplics poctinasa (Sigma) de

Aspengiflus niger con ¢l misme tratamiento propuesto por Tempelaan et al.

{1982) obtendendose nesultados adecuades.

A pesar de fas t6cnicas tan claboradas, exdisten algunos aspectos del
ICH que han podido estudiarse con mavon detalle en céfulas vegetafes que
en cllulas andimales, esto es posible debido a que Los cromosemas de Las
plantas son gencralmente de mayen famate que £os de mam{fencs, su ndmere
es neducido y presentan gran cantidad de células en divisiSn [Kindmarn y
Andenason, 1982). En Vicia daba ha 3dide posdble demostnan {a presencda
de intercambics puntuafes o diminutes, {3 cuales tienen una ddmensidn
menon af ghosor de una chemdtida, Este tipoe de (nteacambivs se han repon-
tado como pequeiias negiones en donde cstdn presentes dos (ntercambios Lo-
calizados muy cercanod uno def otro, Lo cual hasta ahora no se ha descudi-
to en c8lulas animafes.

Los tratamientos se apfican durante dos honas despufs de un primer
ciclo de inconporacibn, Luego del cual €os meristemos peamanecen un segun
do ciclo en presencia de BadUnd antes de sen sometides a coleliieina y §4-
jadon, esto se basa en fo descrito pon Schubert et al.(1979).

La divisibn de £os agentes quimicos en grupos Llamados dependientes
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¢ 4ndependientes de S se basa cn el hecho de que se neque’m 0 nb que &a
eélula pase pon ta sintesds del ADN para que se exprese el daiio; Los agen
tes S-dependdentes, como es el caso de Los Lnsecticidas empleados en este
e tudio, son Los mds efectivos pata inducin ICH (Latt, 1974; Porry y Evans,
1975). '

La exposicifn de Las raices de Vicia faba (Kihdman, 1975; Kiheman
y Stuwreldid, 1973) i de AlLiwn cepa (Schvarntzman et al., 1979) a diferen-
tes asentes adguilantes deapuls de wn primer clelo de {ncorporacidn awnen
ta La {recuencda de ICH salo 54 fas cClulas son sometidas al agente antes
o duwrante {a qase S. Esta conducta sugdere que Los ICH aon formades pon
wr mecandsme S-depeadiente. Las {recuencdas cbservadas con este Lipo de
compuestes, wespocte a fa dnduccidn de intercambios pox Ces agentes S-de-
pendientes concuerda con Lo nesultades obtenidos en cultivo de células
de mamifenos (Weldq, 1977).

En wintud de quo se ha descrdte gue Loy {nsectleidas organoses fona~
des tienen acecdn alguclante (Prewssman et al., 1963), por le que pente-
necen al guore S-depondiente, en esta (nves tgacdén se s (uedd tal precedd
miente. €ste misme Lipo de tratamdonto  ha s<de empleade pet Comncr et al.
[1984) con agentes alquilantes paxa demostnar {a (nducedén de TCH en ek
periodo G, , despufs de an cdcle de (neeaperacddn de Badtind,

Kihbman y Kronborg (1975) descedbon que da nduceddn de ICH es pro-
percional a La Lengdtud cremosénica. Scn embarge, datoes acwwlades desde
entonces {ndican que hay mds (ntercambics en Les cromoscmas M ode Los que
se esperan do acuerdo con €a estricta propereienalidad de su Congitud.
Schubent et al. (1979) han demostrado que £a distuibacidn Lntern e {ntra -
cnemosémica de ICH después de a aplicacifn de Brdird es prepercional a

Ca Zengitud con excepcibn de a constiiceidn seeundaria on {a xegdbn del
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cnganizador nucleolan en fa cual es sdignificativamente mis {recuente fa
produccidn de ICH, Este hallazgo coincide con Los resultades descritos
Schweizer (1973) con £a téendica autertadioguiiica, descencciéndose adn La
causa de eate comportamientc.

Schubent ot al. [M79) establecen que no hay cerrelacddn entre el
contenido de. heterocnomatina de Les segmentos cromosbmicos y su Lnvelucha
miento con el ICH, ademds de que aparentemente no hay influcncia mutdgena
especifdica en La diathcbucedn del ICH (nducide. Estas ecbseavaciones ind(-
can que Los precescs que eventualmente nesultan en ICH o en aberracdenes,
no estdn relacdcnades, Lo que ceinedde con otros autenes (late, 1974;

Wol44 y Bodycote, 1975; (olfd ot

ak., 1977; Kchbman y Stuseldd, 1978).

La frecuencia de {ntercambics parcce dependex dol ndmene de cdiclos
durante Los cuafes Las cffulas estdn expuestos a Badld (Schuattzman et
al., 1979), detectandose mauct nimete de dntercambics en £os cromosomas
que peamanccen dos ciclos de meplicarddn ¢n una Solucdln Jde 5-bromo-2'-
desoxiuridina (cuya constitucidn s T8-88); cof vades desendte para Vicia
gaba pon Kililman y Andensson (1982) es de 29.1 ICH/cflula , en este thut-
bajo el testige wsade para metdil paratibn presenta una frecuencia de 37.4
ICH/c8lula ¢y el folimat de 29.7 ICH/cElula, Los cuales coincdden con Los
descrnitos

Aunque e€ significado biolbgico de &es ICH no ha side establecddo
existen hipbtesds que tratan de explicar su funcdbn cedular y ef proceso
moLeculan que Los origdina, Hay varies modelos en Los que se nefaciona el
tpo de evento generadon cen el daiie, el retraso en el ciclo celular, Cos
eventos espontdneos o {a alteracién del ADN propiamente dicha (Whitehouse,
1963; Holiday, 1964; Meselson y Radding, 1975; 1shid y Bender, 1980; Pain

Zen, ™80},
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Uno de £os ms necientemente propuestos es el de Painter (1950},
que consddera que £os ICH se presentan con mayor frecuencia en Los SLtios
de unidn entre grupes de neplicones. De acuerdo con este modefe, cuando el
ADN es afectado pot algiin agente quimico ¢ 4&sico que produce {nhibicibn
en La elongacibn de €a cadena de polinuclebtidos, dicho daie provoea he -
tarndo en fa dupficacibn de cdertos agrupamientos de nepficones, Este he -
cho §inatmente conduce a fa cxislencia de nogicnes del ADN no neplicadas
adyascentes a xegiones weplicadas en donde s¢ enigdnan rempimientos de
banda doble pesdblemente put La accdbn de topolsemerasas que (nducen wp-
tura y neasociacidn de cadena dcbfe. En ocasiones £a muntuta es sellada
pot La unid de fa banda Iija de ¢a mulécula neplicada con £a molécula no
neplicada, dando fugan al (ntercambic de banda dobfe.,

Los nesultades obfenddes en esta (nvestigacin probablemente se ape
gan al medelo descrite por Pacnten (1980) quidn sugiene que £os agentes
que nretandan o bfequean La elengacibn de fa cadena pucden set inductones
efectivos de ICH y que ol {ntercambic requicte de un sclo cvento {(rompd -
miento de banda dob€e), Lo cual codincide con Los dates que muestran que
Los ICH se gorman come una jurcddn €oreat con €a desds; este e congaucn-
te con ek compontamiento al menos de une de Loy (nsecti~idas, el metil pa
natibn, que produce una nespucsta Linear de a concentracdidn con nespecto
a £a §recuencia de ICH,

Pon otno Lado, Connen ct af., (1984) han descrito un modelo de pro-
babilidad pata explicar fa induccidn de ICH por agentes alquilantes, basa
do en fa persdstencia de Las Lesiones en ef ADN a través de diverses cod-
clos de Lncorponacién de Brdlrd. Este modelo sugdere gue Lu producc(dn de
ICH es un mecanismo desviado de fa neplicacibn de tal manera que £as Le -

siones no neparncdas pueden causar el inteacambio durante La neplicacifn
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en algln ciclo postratamiento, Ademds se ha propues £y un modefo de nepli-
cacién desvdada para La obtencdibn de ICH en sitios del ADN que han sufrdide
enbace cruzado ("ergss L4nk") (Shager, 1979), asi como para monoaductos
en el ADN {Tshdil y Benden, 1980; Painter, 1980} .

EL modelo probabilistico hace predicciones de induccifn de frecuen-
clas de intercamblos y asume que e€los ocwrren en foma aditiva e .indepen
dientemente de o8 ndlveles basales. Es decdr, un sitio senciffo de ADN al
quilado, en ausencda de reparacddn, puede persistin y causar ICH cuyas
frecuencdas redativas dependen de fa probabildidad de producin un {ntercam
bioen cada ciclo en que La Leaibn ostl presente {Comer et al., 1964].

Las concentracdones empleadas en esde estudlo son diczv veees meno -
nes que £as gue Anducen abevaciones cromosdmicas, £o cudl pone de mand -
glesto que el ICH ea un Lndicadon altamente sensibfe para probar mutdge -
nos o caredndgenod petenciales (Latt of al,, 1980).

Respecto a La oxicidad de Los pesticidas, Gilot-Dethalte et af.
(1983) describen que Los {nsecticidas oaganofosfornados on general  mues-
tran una refacdfn oatre toxicddad y mutagenicidad. ElE€es colocan al fold-
mat y al metld patatiln cntre fos ns coticidas organofos jornados mediana -
mente £6xLcos porque no Anducen {neremento signifdlcative en £a §recuencia
de mutaciones sobre el testige, dentwo de Los Cimites de fas dosis que
pwckan. Scn embarge, en esta Lnvestiaacdén el metil paratibn consdidera -
do mds téxico que el folimat {Themson, 1973}, provoca clevacdién en fa fre
atencda de ICH a medida que e aumer:ta £a concentracién, cbieniéndose eb
valor magor en 1.0 ppm y disminugende posterconmente, ademds de que se ob
serwa ef deteriono de Las condicdones del tejidoe en £a concentracibn ma -
yon (2.0 ppm); esto puede deberse a que ¢€ metil paratibn causa reduccibn

del indice mitético con nelacibn a La dosds apficada (deKergommeaux et ak.
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1983), probablemente como resultado de su toxicidad,

En el caso ded folimal se observa que dnicamente en Las concentra -
ciones mayones (1.0 y 2.0 ppm] hay diderencia significativa respecto al
testigo (p < 0.001}. Usha Rani et af., (M980) nepontan el aumento signi-
gicativo (p < 0.01) en La §recucncia de eritrocditos policromfticos can
micrhondclecs en ratones que reciben folimat intrapenitonealmente, Sin em-
bargo, el tratamiento con folLimat cn este estudio no mucstra una nelacibn
de concentracin-efecto, Lo cufl coincide con Gllot-Delhalle et al.({1983).

Por otro Lado, Chen et al. (1982} describen que ef folimat y el me-
Ll paratibn son capaces de inducir {ncremento en fas §frecuencias de ICH
en cflulas V19 de criceto chino comparadas con ¢f testigo. No obstante
han 8{do negativos en otnos s{stemas probados, €o cual puede sen parcial-
mente causado por £a alta toxicidad pero rdpida degradacibn de Los compues
204 onganofosforados in vitro e Ln vdvo (Wild, 1975)

Finalmente, Los nesultados obtenidos indican que u'mm paratidn,
en mayor grado y e folimat, cn menor grade, inducen ICH en Vicia faba,
pun £o que debe considerarse que eatos pesticidas pueden implicar niesgo
al sen humano, ya que concentraciones sumamente bajas provocan daiio al

materinal genbtico de esdta planta.
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TABLA 1.- FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDUS
POR FOLIMAT EN Vicia faba

Concentracibn X t E E " 2" de Student
{ ppm )
]
~N
L]
]
0 29.77 0,85
0.5 4,76t 0,95 2,65 . 8
1.0 44,58 t 1,86 6,70 LI
2.0 43,13 - 1.37 6,07 ‘e
) 0.001 < p < 0.01

) p << 0,000
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TABLA 11.-

Concentracibn

0,5

0.75

1.0

2.0

FRECULNCTA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCTVOS

POR METIL PARATION EN Vicia 4aba

rop

<

- 31,77

40.51
57.24
73.06 -

48,47

< 0.00]

0,85

1.41
2,06
1.70

0.94

"t " de Student
7.81 *
8,75 .

16.19 *
9.32 *

_ls_
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Fig. 3 Cromosomas metaddaicos con {nterncambicd
de cromdtidas hewmanas,

Fig. 4 Cromosomas metafdsicos con intorcambios
Intewsitales (1) y distales (D).



Fig. 6.- MODELO DE PAINTER PARA LA INDUCCTON DL INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS (1980)
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Fég. 6.- MODELO DE PAINTER PARA LA INDUCCION DE INTERCAMBIOS DE CRO-
MATIDAS HERMANAS.

1 ).- Progresibn de La duplicacibn def ADN entre Los aghupamienios de

neplicones (cireulos) que sepatan replicones adyascentes,

1T ).~ Retando cn £a neplicacibn debido a daic e {ncremento de fa pou-'

bilidad de intercambio de banda dobfe.

111).- Ruptura de doble banda y reunibn de {a banda hija de La mo€écula
aeplicada a La moléecula no replicada dando Lugar al intercambio
de dobfe banda.
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Fig. 5.-
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