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RESUMEN

Actualmente el desarrollo industrial ha provocado
gque grandes cantidades de desechos sean depositados en
el ambiente sin control alguno, tal es el caso de los
metales pesados como el cromo, cuyos compuestos hexava
lentes se ha encontrado que son mutagénicos y carcino-
génicos. Debido a esto. se realizé el presente estudio
para evaluar la induccién de intercambios de crom&tidas
hermanas (ICH) en las células meristemidticas de la raiz
de Vicia faba.

Los resultados demuestran que el dicromato de pota
sio elevé significativamente la frecuencia de ICH en to
das las concentraciones ( 0.0050, 0.010 y 0.025 % ) pre
sentindose una relacién concentracibn-respuesta.

En el caso del cromato de calcio, en 0.005 % no se
registrl aumento significativo de la frecuencia de ICH
con respecto al testigo, a mayores concentraciones
( 0.0075, 0.010 y 0.025 % ) no fue posible observar los
ICH debido al deterioro del tejido.

Con base en los datos obtenidos con dicromato de
potasio, se demostré gue los ICH, constituyen un crite
rio adecuado para evaluar el efecto citogen&tico de con

centraciones bajas de agentes guimicos en vegetales.



INTRODUCCION

Actualmente la contaminaci6n del ambiente por compues
tos metdlicos se ha expandido, debido al desarrollo de la
industria moderna. El uso del cromo y de sus compuestos
hexavalentes, como los cromatos y dicromatos se ha incre-—
mentado considerablemente durante las Gltimas décadas, ya
gue se utilizan en numerosas industrias ( Sullivan, 1969 ),
este avance tecnolfgico provoca que grandes poblaciones es
tén expuestas ocupacional o incidentalmente por vivir cer-
ca de las f&bricas o de las refinerias con efluentes de
desague gue contienen cromo, contaminando asf el agua, el
suelo y el aire ( Hueper, 1955 ).

El cromo se encuentra naturalmente en el suelo como
6xido de cromo, en concentraciones que van desde trazas
hasta 250 mg/Kg ( Robinson, 1914 ). El1 mineral cromita es
la fuente mds importante de este metal, su produccién mun
dial anual asciende a 8 millones de toneladas métricas,
la mayorfa procedente del suxr de Africa y de la URSS. Los
principales usos de este mineral esté&n relacionados con
la industria metalirgica, en la fabricacidén de refracta-
rios y en la produccién de sustancias. Las sales altamen
te coloreadas son usadas como pigmentos y como mordiente
en la industria textil, en curtiduria, en fotografia, en
cerfmica y en la cat8lisis de reacciones orgénicas, es u-
sado también como explosivo y en medicina el radiocromo
por via intravenosa ayuda a evaluar la vida de las redes
celulares ( Leonard y Sauwerys, 1980).

A las altas concentraciones del cromeo en los suelos
derivados de basalto v serpentina se ha adjudicado su in-~



fertilidad ( Soane y Saunder, 1959 ). Este metal comunmente
se presenta en el suelo en forma trivalente gue se caracte-
riza por su falta de movilidad, a diferencia de la hexava-
lente ( Rosas, 1984 ). Se han encontrado concentraciones
muy elevadas de este metal en suelos agricolas por el uso
de fertilizantes © en suelos industriales debido a los de-
sechos s6lidos vertidos en ellos ( Swaine, 1962 ).

El cromo disuelto es uno de los micronutrientes gque
con més frecuencia es detectado en aguas superficiales y
subterréineas, debido a gue los suelos y las rocas que for-
man el embalse lo contienen. Segin se ha cbservado en los
diversos mares, la concentracién de este metal va de 0.04 a
0.46 ng/1 { Ishibashi y Skigematsu, 1950; Fukai, 1967 ). De
acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud ( WHO, 1963 )
y la SARH ( 1976 ), la cantidad permisible de cromoc hexava
lente en agua potable es de 0.05 ppm. Es comfin que tanto
los drenajes urbancos como los industriales descargen sus a
guas en los rios o directamente en las bahfas, llevando
consigo grandes cantidades y concentraciones de contaminan
tes entre ellos el cromo ( Villalobos-Pietrini, 1977 ).

La concentracidn promedio de cromo contenido en el
aire del 4rea rural es de 1 ng/m3 ( Rosas, 1984 ) y en el
&rea urbana de EUA,_estd entre 0.002 y 0.02_,ug/m3 ( Mertz,
1969; Sullivan, 1969 ). Los niveles de exposici6n de croma
tos y dcide crbmico suspendidos en el aire, recomendados
por la Asociacién de Higiene Industrial Americana para joxr
nadas de trabajo de 8 horas son de 100,ug/m3 ( UsS Public
Service, 1953 ). La contaminacién del aire se origfna por
las emisiones de compuestos de cromo, en las zonas cerca-—
nas a las f&bricas que lo utilizan o por el empleo de fun-—



gicidas, inhibidores de la corrosién, gasolina, asbestos y
cementos ( Rosas, 1984 ). '

El cromo también se pqed; encontrar en los alimentos,
la ingestifn diaria en la dieta de los adultos es de aproxi
madamente 30-200 ung, de la cual 6-10_ng, se atribuyen al a-—
gua ingerida. Las variaciones dependen de la fuente de pro-
tefnas, ya que la carne, el higado y los huevos contienen
concentraciones del metal relativamente altas. Las fraccio-
nes que han sido absorbidas se pueden excretar principalmen
te por la orina {( Leonard y Sauwerys, 1980 ).

Se ha encontrado que el cromo es un elemento esencial
para el metabolismo de los mamiferos { Mertz, 1967; Schroeder,
1968 ). Su deficiencia produce un sindrome similar a la
" Diabetes Mellitus " ( Mertz y Schwar=z, 1955 ). El factor
de tolerancia a la glucecsa ( FTG ), no ha sido totalmente i
dentificado, perc se considera que el cromo trivalente (III)
y el &dcido nicotinico tienen un papel central en el comple-
jo { Mertz, 1977 ). Schroeder ( 1968 ) describe la presencia
de cromo en todos los tejidos humanos desde las etapas feta
les. Mikosha ( 1959 ) y Pribluda ( 1963 ) observan gue la ma
yor concentracién de este metal en el hombre ocurre durante
el desarrolio fetal, ya que segfin se demuestra pasa a través
de la placenta ( Mertz, 1969 ). Algunas excreciones de cromo
se realizan mediante la bilis, la leche, el sudor, las unas
v el pelo ( Schroeder y Nason, 1969 ). -

Con relacién a su toxicidad, los compuestos de cromo
( VI ) son sumamente irrxitantes y corrosivos, el efecto da-
nino puede ser debido a su capacidad oxidante o a sus pro-
piedades como metal pesado ( Baejter, 1956 ). Diversos auto



res seifialan gue la forma hexavalente es mds tédxica gue la
trivalente para la mayoria de los sistemas biol6gicos

( Machle y Gregorius, 1948; Mertz, 1969; Taylor et al.,
1975 ), esto se debe a que el cromo ( VI ), atraviesa las
membranas celulares y se reduce dentro de la célula a la
forma ( IIT ) que reacciona con los Scidos nuclefcos y con
las nucleoproteinas ( Herrmann y Speck, 1954; Levis et al.,
1977 ).

Mediante estudios epidemiollgicos se han detectado al-
teraciones fisioldgicas producidas por el cromo, las cuales
indican gue la exposicién laboral esta relacionada con ti-
pos especificos de carcinog&nesis, como en el caso del c&n-
cer pulmonar en trabajadores de fabricas gque producen croma
tos ( Enterline, 1974; Sunderman, 1976 ). Los transtornos
del aparato gastrointestinal son menos frecuentes gue los
del tracto respiratorio, cuando el metal alcanza el estbma
go puede alojarse en las paredes produciendo Glceras
( Sassi, 1956 ) y al estar en contacto con la piel, los cro
matos, provocan reacciones de hipersensibilidad, ulceracién,
dermatitis y eczema { Winston
Bael jer 1956; Sullivan, 1°

Por otra parte, se han descrito efectos carcinogénicos
tanto del dicromato de potasio ( Steffee y Baetjer, 1965 ),
como del cromato de calcio ( Payne, 1960; Hueper, 1961; Roe
y Carter, 1969; Laskin et al., 1970; Nettesheim et al., 1971).
Segfin Schoental ( 1975 ), la carcinogénesis producida por
cromatos es debida a derivados epoxialdehidicos en los teji
dos lipfdicos hidrolizados por la liberacifn de las lipasas,
cuando los lisosomas han sido dafiados por compuestos del cro

mo ( VI ).



En estudios realizados por Mc Cann y colaboradores
( 1975 ), se informa que el 85 % de los carcinSgenos guimicos
probados, adem&s tienen propiedades mutagénicas, asimismo al
gunos experimentos demuestran que diferentes compuestos de
cromo ( VI ) producen mutaciones en Escherichia coli ( Venitt
y Levy, 1974 ), en Salmonella thyphimurium ( Petrilli y
De Flora, 1978 ), en levaduras ( Bonatti et al., 1976 ) y en

Drosophila ( Rodriguez, comunicacién personal ), ademés PXro
vocan aberraciones cromosSmicas en cé&lulas embrionarias de
criceto ( Tsuda y Kato, 1977 ), en leucocitos humanes
{ Nakumuro et al., 1978 ) e inducen intercambios de cromiti-
das hermanas en linfocitos humanos ( G6mez-Arroyo et al.,
1981 ). Por otra parte, se ha encontrado gue producen alte
raciones en el ciclo mitético ( Majone y Levis, 1979 ).
Respecto a los estudios en vegetales se ha observado
gque el cromo estimula el crecimiento de las plantas, pero
también puede ser tSxico, dependiendo principalmente del ti
po de planta y de la cantidad presente en el suelo. Las con
centraciones de dicho metal_ encontradas en tejidos vegetales
oscila entre 0.01 v 1.0 ppm y los niveles en los alimentos
de corigen wvegetal estdn cntre €.05 vy C.10 pem { Saint-Rat,
1948 ). En suelos contaminados o tratados experimentalmente
con cromo, las plantas muestran reduccién en el tamafio de
la hoja, pequefias dreas necrSticas y clorosis, asi como una
marcada disminucién de nitrégeno ( Hunter y Vergnano, 1953;
Anderson et al., 1973; Rosas et al., 1977; Rosas, 1984 ) e
incremento en la concentracién de f6sforo {( Crooke e Inksan,
1955 ).

En algunos vegetales como frijol, arroz, col y cebada,
wallace et al. ( 1976 ) encuentran que el cromo es absorbido



por la raiz y solo pequefas cantidades llegan a las hojas, de
manera que los efectos tdxicos se concentran principalmente
en la rafz. Rosas ( 1984 ) encuentra en sembradfos de mafz si
tuados dentro de la zona industrial de Lecherfa, Edo.de M&xi-
co, a este metal en diferentes estructuras de la planta, debi
do probablemente a los altos niveles de concentracién regis-—
trados tanto en el suelo, como en el aire y en el agua de 1iu
via.

Se ha descrito gue los compuestos de cromo hexavalente
producen aberraciones cromosSmicas en las raices de Vicia
feba ( Rendbn, 1980; GOmez-—-Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1983),
en células gaméticas de Gibasis pulchella ( Flores, 1980 ), a

dem&is de inducir alteraciones c-mitoticas semejantes a las
provocadas por la colchicina en c&lulas de cebella ( Levan,
1945; Villag6mez, 1981 ).

uno de los sistemas de evaluacién del dafio producido al
material genético es el intercambio de cromdtidas hermanas
( ICH ), esta prueba es muy sensible ya que dicho fenSmeno es
inducido con agentes gquimicos en concentraciones hasta 10 ve-
ces maenores de las gue preduccon abkerracicones cromeosfmicas
( Wolff et al., 1977 ). Esta t&écnica es empleada para conocer
la mutagénesis de agentes quimicos tanto in vivo ( Allen y
Latt, 1976 ) como in vitro ( Perry y Evans, 1973; sSalomon y
Brobow, 1975; Stetka .y Wolff, 1976 ).

Taylor y colaboradores ( 1957 ) son los primeros en des-—
cribir este fendémeno en células de plantas, usando marcaje
con timidina tritiada. Posteriormente se han elaborado méto-
dos citol8gicos mds simples y eficaces para el estudio de ICH,
los cuales se basan en el empleo de S-Bromodesoxiuridina (Brd-



Urd ), que se incorpora al ADN al reemplazar a la timina

( Zakharov y Egolina, 1972; Ikushima y Wolff, 1974 ). Asi-
mismo la utilizacién de algunos colorantes tales como el
naranja de acridina ( Kato, 1974; Perry y Wolff, 1974 ) o
el Hoechst 33258, los cuales producen fluorescencia en los
cromosomas ( Latt, 1973 )} vy el tratamiento de las érepara—
ciones con el colorante Giemsa, hacen posible la tincién
diferencial permanente, de manera gue pueden visualizarse
con facilidad los ICH. Kihlman y Kronborg ( 1975 ) descri-
ben esta t&cnica para vegetales y recientemente Tempelaar
et al. ( 1982 ) la simplifican, empleando el reactivo de
Schiff.

En los estudios citogenéticos, se usan diversos mate-
riales biolGgicos para evaluar el efecto de los agentes
contaminantes, entre los cuales se incluye la rafz deVicia
faba, en cuyos meristemos se llevan a cabo numerosas divi-
siones celulares, sus cromosomas son pocos ( 2n=12 ) y de
gran tamafio lo que permite que sean facilmente observables,
un par de ellos son metacé&ntricos en uno de cuyos brazos
presentan una constriccifn secundaria en la regibn del org
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¢os de aproximadamente igual 16ngitud. El promedio de dura-
cién del ciclo celular, seglin Evans y Scott ( 1964 ), es de
19.3 horas a 19°C, siendo de 4.9, 7.5 y 4.9 horas los perio
dos Gl’ Sy G2, respectivamente, y la mitosis de 2 horas.

‘Debido al uso tan extendido de los diversos compuestos
de cromo y a la importancia gue ticne desde el punto de vis-
ta de la mutagé&nesis y carcinogénesis, en este trabajo se
pretende evaluar el efecto de bajas dosis de dicromato de
potasio y cromato de calcio, mediante el anélisis de inter-
cambio de crom&tidas hermanas en las células meristemdticas
de la raiz de Vicia faba.



MATERIAL ¥ METODO

Las semillas de Vicia faba ( var. minor } se lavaron en
agua corriente durante dos horas. Posteriormente se sumergie
ron 24 horas en agua con el fin de acelerar la germinacién y
se mantuvieron en la obscuridad a temperatura constante (21°C),
transcurrido ese tiempo se lavaron nuevamente 10 minutos en
agua corriente y se colocaron entre dos capas de algoedén hu-—
medecido, en la obscuridad.

Una vez due aprarecieron las radiculas, ge les removid la
testa para evitar la contaminacién por hongos. Cuando las rai
ces alcanzaron de 2 a 3 cm de longitud se incubaron en una sO
lucidn de BrdUrd 10 _uM, FdUrd 0.1 uM y Urd 5 uM durante un ci
clo de replicacién ( 20 horas ), cada raiz se introdujo en 1la
solucidn en un tubo de ensayoc cubierto con papel aluminio, ta
pando tambi&n los cotiledones para evitar la exposicién a la

luz.

Después se trataron una hora con dicromato de potasio y
con cromato de calcio ( Baker )}, a concentraciones de G.005,
0.010 y 0.025 %, pero en éste Gltimo compuesto de cromo se u
tilizd una mas, que fue de 0.0075 %. Las raices de 8 pldantu-
las por concentracién se introdujeron en un vaso de precipi-—
tados cubierto con papel aluminio, con orificios hechos en
la parte superior, para ponerlas en contacto con la solucifn
durante el tiempo de tratamiento. Los testigos correspondien
tes se mantuvieron en las mismas condiciones experimentales,
pero con las raices en agua destiliada, todo el experimento
se realizé en la obscuridad.

Posterjormente al tratamiento, las raices se colocaron



en una solucibn fresca de BrdUrd ( 5-bromodesoxiuridina ),
FdUrd ( 5-fluordesoxiuridina ) y Urd ( Uridina ) durante un
segundo ciclo de replicacién ( 20 horas ).

Después de ese tiempo se hicieron cortes de 2 milime-
tros de la rafz y se expusieron por tres horas a colchicina
0.05 % en la oscuridad. La fijacibén se realizé con &cido
acético al 100 % durante uan hora a 21°C y mas tarde se trans
firieron a etanol-&cido acético ( 3:1 ) a -20°C por dos dias.
Al transcurrir este lapso, los cortes se colocaron en etanol
al 70 % a 28°C por 15 minutos. A continuacién se hidrolizaron
en HCl 5N durante 80 minutos en baiio maria a 28°C.

Los meristemos se enjuagaron por lo menos tres veces con
agua destilada y se tifieron con el reactivo de Schiff ( tin-
ci6n dz Feulgen ) durante doce minutos en la oscuridad.

Los cortes se trataron con pectinasa ( Sigma ) de
Agpergillus niger al 2 % disuelta en amortiguador de citra-

tos ( pH = 4.7 ) por 15 minutos a 28°C. A continuacifn se
pusieron en &cido acético al 45 & por 10 minutos y finalmente
se transfirieron a etanol al 70 & frio por 30 minutos.

El aplastamiento del tejido en monocapa ( "squash" ), se
realiz6 empleando &cido ac&tico al 45 % y las preparaciones
fueron hechas permanentes por la t&cnica del hielo seco
( Conger y Fairchild, 1953 )}, deshidratando con dos cambios

de butanol y se montaron en bilsamo de Canad&.

El an&lisis de los cromosomas se hizo en células en meta
fase, por cada concentracidén de los dos compuestos de cromo,
se registraron 50 cromosomas metacéntricos (M ) y 250 suba-



crocéntricos ( S ), que corresponden al niimero de cromosomas
contenidos en 25 células. La cuantificacién de los intercam-
bios terminales se consider$ como un evento y los intersticia
les como dos. El registro de las preparaciocnes se llevS a cabo
empleandc claves para gque el observador no conociera el lote
qgue estaba analizando, con el fin de evitar prejuicios.

con el propSsito de comprobar la validez de los resulta
dos se hizo una repeticibén del experimento. El andlisis esta-—
distico fue realizado mediante la prueba de "t" de Student.
De acuerdo con Latt et_i}. (1981) para analizar los resultados
obtenidos, se consid;;6 como agente quimico eficiente en la
inducci6n de ICH aguel gue dobls la frecuencia basal o en su
defecto el que presente un incremento sobre el nivel basal en
relacién con la concentracién, considerando valores significa
tives a partir de p - 0.001.

Para el an&lisis grédfico se ajustaron los valores a una
recta mediante minimos cuadrados y se obtuvo el valor de co-

rrelacién.
RESULTADOS

Para determinar si se presentaban diferencias signifi-
cativas entre los experimentos correspondientes a cada com-
puesto de cromo, se utilizé la prueba estadistica de "t" de
Student, al no existir éstas, los valores fueron promediados.

En la tabla I, se mnuestran los resultados obtenidos con
dicromato de potasio, notdndose que a medida que la concentra-
cién aumenta, se incrementan las frecuencias de ICH ( fig. 1).
En todos los casos se encuentran diferencias significativas



( p< 0.001 ) con respecto al testigo, péro en ninguno se du—
plica el valor basal.

Observada esta relaci6n lineal se ajust6 a una recta, cu
yos valores y ecuacifn fueron: y = 514.86 (x) + 34.64 y se ob
tuvo un factor de correlacidn r = 0.84

Con el cromato de calcio se probaron inicialmente las
mismas concentraciones gue para el dicromatc de potasio, sin
embargo la toxicidad mostrada es muy grande, ya gue en 0.010 %
se deteriora totalmente el tejido. Entonces se decidié probar
la concentracién de 0.0075 %, la cual también results citots-
xica, de tal menera gue Gnicamente en 0.005 % se pudo hacer
el andlisis de ICH, no encontrdndose diferencias significati-
vas con relacién al testigo al aplicar la prueba de "t" de
Student ( Tabla IT ).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con el dicromato de potasio
{ Fig. 1 ), muestran un cowporiamiento coucentiracidn-respues
ta, asimismo encontr&ndose en todos lcs casos diferencias sig
nificativas con respecto al testigo, p« 0.001, al aumentar la
dosis se encrementan las frecuencias de ICH. Lo anterior per-
mite considerar al dicromato como un agente quimico eficiente
en la induccién de ICH ( Latt et al., 1981 ) ( Fig. 2 ).

El dicromato de potasio es un fuerte oxidante que se re-—
duce por acaidn de los metabolitos celulares, del estado VI
al III y forma varias clases de ligandos biolbgicos, por ejem
plo, con los dcidos nucleicos ( ‘Hermann y Speck, 1954; Mertz,
1969 y Levis et al., 1977 ).



Majone ( 1977 ) describe, que este campuesto interfiere en los
procesos mitSticos, produciendo bloqueo de la mitosis y alteraciones
nucleares; también ha sido mencionado que es un fuerte agente citotd
xico en cultive de células de mamiferos, inhibiendo la sintesis de
Scidos nmucleicosy de protefnas y afectando el paso de nucledSsidos v
aminodcidos a travds de la membrana plasmatica ( Levis et al., 1978
ay b ). Se ha mencicnade que el dicromato de potasio disminuye la
cantidad de lipidos en el higado v la de fierro en el bazo ( Spasskaya
y Blokhin, 1967 }.

El dicromato de potasio incrementa la frecuencia de aberraciones
cromosbmicas en c&lulas de la médula osea por envenenamiento crénico y
agudo ( Bigaliev et al., 1976 ). En Vicia faba produce un oamportamiento
similar respecto al incremento de la frecuencia de aberraciones cromo-—
sdmicas, conforme aumenta la concentraciSn ( Gomez-Arroye v Villalobos-
Pietrini, 1983 ). En linfocitos humanos es débil productor de ICH
( G&mez-Arroyo et al., 1981 ).

las frecuencias de ICH obtenidas en este trabajo con el cromato de
calcio en la concentracidn de 0.005 %, no difieren significativamente
de las testigo, a mayores concentraciones se presenta deterioro celular.
que antes de que se exprese el dafio genético, se manifiestan alteracio-
nes fisiolSgicas. Aun cuando el procentaje de peso/volfmen en ambos
conpuestos presentan la wmisma concentracidn, el cramate de calcio du-
plica la molaridad del dicromato de potasio en casi todas las concentra
ciones, quizds esto pusda ayudar a axplicar cl campertamionto observado

al tratarse las rafces de Vicia faba con el compuesto ( Tabla TIT ).

rFurst ( 1977 ) sefala que el cromato de calcio tiene mayor activi-
dad quimica que el dicromato, siendo mas efectivo tarbién como carcint—
geno que otros cowpuestos ( Hueper y Payne, 1962; Laskin et al., 1970
y Kuschner y Laskin, 1971 ).



En estudios de inducciSn de ICH en Vicia faba con plaguicidas
( Cortés, 1985 ), se ha descrito que hay cierta relacidn en
tre el deterioro del tejido, la reduccidén del indice mitStico
y la toxicidad. G6mez-Arroyo y Villalobos-Pietrini ( 1983 ),
al probar este compuesto también en Vicia faba, no encontra-
ron relacién de las frecuencias de aberraciones con la con-
centracidn, ademis de producirse alargamiento en la duracién

del ciclo celular.

En linfocitos humanos in vitro el cromato de calcio fue
mas efectivo que el dicromato de potasio para producir ICH
( GOomez-Arroyo et al., 1981 ). Fradkin et al. ( 1985 ) sefa-
lan transformaciones morfolbgicas en fibroblastos BHK in
vitro, inducidos por cromato de calcio. Diversos autcres
( Majone, 1977; Tsuda y Kato, 19277; Nishimura y Umeda, 1978;
Majone y Levis, 1979: Umeda ¥y Nishimura, 1979 ) han encontra
do frecuencias elevadas de aberraciones cromosdSmicas produci
das por cromatos en células de mamifero in vitro. Petrilli y
De Flora ( 1977, 1978 ) sugieren que el cromo hexavalente in
teractfia directamente con el ADN bacteriano, causando corri-
miento del mensaje y substitucibfn de pares de bases.

El cromo produce aberraciones cromosSmicas en las c&lu-
las de la raiz de Pisum sativum ( Von Rosen, 1954 ) y de
vicia faba ( Gldss, 1956; GSmez—-Arroyo y Villalobos~Pietrini,
1983 ) y altera el huso acromitico en células de cebolla
( Levan, 1245 }.

Entre los agentes gquimicos que provocan aberraciones cro
moesbnicas se conocen los denominados dependientes e indepen-—
dientes de la fase S, de acuerdo a gue se regquiera o no gue la
célula pase por el pernipdo de sintesis para que se exprese el
dafio ( Bender et al., 1973, 1974; Kihlman y Sturelid, 1978;
Natajaran y Obe, 1978).



Se considera que el dicromato de potasio y el cromato
de calcio se comportan como agentes S—-independientes
( G6mez-Arroyo y Villalobos-Fietrini, 1983 ), ya gue la ex
presién de las aberraciones no reguiere de la sintesis de
ADN. Se ha descrito gue los agentes S-dependientes son méas
efectivos para inducixr ICH ( Latt, 1974; Perry y Evans,
1975; Nakanishi, 1979 ). Sin embargo, algunos agentes que
se consideran de efecto S-independientes como la luz ultra
violeta de onda larga ( Natajaran ct zl., 1280 ) y el anti
bidtico estreptonigrina ( Kihlman y Odmark, 1975 ) inducen
ICH, por lo gue Andersson ( 1981l) y Kihlman et al. ( 1981.)
proponen considerar a este grupo de agentes como solo par-
cialmente S-independientes, asimismo el tiner gue es un a-
gente S—indépendiente { GSmez-Arrcyo et al., 1986‘) eleva
de manera significativa la frecuencia de ICH en Vicia faba

( Romeroc, 1984; GOmez-Arroyo y Castillo-Ruiz, 1985 ).

El mecanismo de accidén del cromo aun ne estd totalmente
claro, sin embargo se ha sugerido gue puede interactuar con
la unién ceto-imida de los péptidos, para formar complejos de

coordinacis

o]

* muy ccstakles, se unen tamhi&n a los grupos fosfa |
tos, a las purinas y/o pirimidinas de los &dcidos nucleicos, a
través de enlaces covalentes { Wacker y Vallee, 1959 ). Tam-
bién se ha propuesto que el cromo causa cancer indirectamente,
mediante su accidn sobre los lisosomas de las c&lulas dahadas,
los cuales dejan en libertad a ciertas lipasas Jque son capaces
de hidrolizar el tejido graso, dando como consecuencia la for-
macién de epoxialdehidos, gue son los gue en Gltima instancia

actan produciendo cédncer ( Schoental, 1955 ).

Existen poces trabajos de ICH en vegetales en comparacidn

con los de c&lulas animales, debido a que ha sido necesario



vencer una serie e obstdculos, cam es la incapacidad de la rafz para
incorporar suficiente BrdUrd, para una buena tinecidn diferencial de
las cromitidas hermanas, esta se ha resuelto suprimiendo la sintesis
de novo del &cido timidilico, mediante la adicién del andloge de uridi-
na la S5-Fluordesoxiuridina ({5-FdUrd) ( Haut y Taylor, 1967 )}, &ste com-
puesto puede inhibir la sfntesis de ARN ( Rac y Gontcharoff, 1969 ),
causar alargamiento del ciclo celular e inducir ronpimientos cromosSmi-—
cos ( Kihlman, 1971 ), por lo cual se agrega de manera simultdnea uridi
na ( Urd ), para contrarrestar malquier efecto adverso ( Kihdman v
Andersson, 1982 ). Finalmente la solucidn cueda constituida de 5-BrdUrd,
5-FdUrd y Urd.

Ia resistencia qgue presentan las cflulas vegetales a ser aplasta-
das en monocapa, se ha podido vencer mediante el empleo de ScidqQs vy en
zimas que disuelven por hidrSlisis los camponentes pé&cticos de la pared
celular v logran una buena geparacifn de las c&lulas meristemiticas
( Kihlman y Andersson, 1982 ).

Los estudios en plantas se han realizado en Vicia faba ( Kihlman y
Kronborg, 1975 ), en Allium cepa { Schvartzman y Cortés, 1977 ), Secale
cereale ( Friebe, 1978 ), Hordeum vulgare ( Schubert et al., 1980 ) v
en Tradescantia paludosa ( Grant y Goldstein, 1983 ). En estas investi-
gaciones la metodologia descrita es elaborada, involucrando muchos pa-

sos para la incorporacién de BrduUrd tales camo, tincién con sustancias
fluorescentes, irradiacién, tincifn con Giemsa, blangueamiento, deshi-—
dgratacidén, embebimiento. .

En este trabajo se ha desarrcllado una técnica que involucra el
menor nfm:-:mlde pasos posibles y que se basa en la tincidn de Feulgen
{ Tempelaar et al., 1982 ). La reaccitn Feulgen-Schiff esti basada en
la oconversidn dcida catalizada del ADN por hidrSlisis a &cido polial-
dehido apurinico ( APA ),‘ seguida de la tincidn de esos aldehfdos con
el reactivo de Schiff. la intensidad de la tincifn es influida por el



tipo de fijacibn, el procedimiento de hidrSlisis, la compactacién de
la cromatina y la composicidn del reactivo de Schiff ( Duijndam y Van
Duijn, 1975 ).

Posiblemente el paso mds importante para la obtenci6n del contras-
te diferencial, es la hidrSlisis del ADN por el HCl ( Tempelaar et al.,
1982 ). Ia despolimerizacidn del ADN se lleva a cabo despufs de la des—
purinizacién dando por resultado una menor tasa de cromatina ocompacta,
cue de cromatina difusa ( Duijndam y van Duijn, 1975 ). Se considera
que existe una despolimerizacifn diferencial, debido a que el ADN sus—
tituido con BrdUrd tiene mayor afinidad por las protefinas, que el ADN
que contiene timina ( Gordon et al., 1976 ).

Los cromosomas de las raices tratadas con BrdUrd resisten la des—
polimerizacidn y re tienen el color, lo cual hace posible distinguir las
cromitidas que poseen ADN sustituido bifilammente ( oscura ) y ADN unifi
larmente sustitufdo ( clara ) ( Tempelaar et al., 1982 ).

vicia faba ha demostrado ser muy Gtil y sensible en la inducci6n
de ICH producidos por diversos agentes quimicos. Kihlman ( 1977 ) se—
fiala que los cramosomas de esta planta conservan buena visibilidad ba-
jo hidr6lisis prolongada. Uno de los aspectos del intercambio que se
ha estudiado detalladamente por el gran tamano de sus cromsomas, es la
presencia de intercambios diminutos, los cuales tienen dimensidn menor
al grosor de una cromitida. Este tipo de fenfmeno se ha descrito coro
pequenas zonas o regiones, en donde cstdn presentes dos intercambios
localizados muy cercanos uno del otro, esto no se ha observado en cé—

Julas animales.

La frecuencia de ICH depende de la cantidad de ciclos durante los
cuales las c&lulas estfn expuestas a BrdUrd ( Schvartzman et al., 1979 ),
detecténdose mayor nimero de intercambios en lOS Cromosomas que permane



cen dos ciclos de replicacifn en una solucidén de BrdUrd ( constitucién
TB-BB ) ( Fig. 3 ), los pramedios de los valores de ICH hallados en
los testigos fueron 30.31 y 30.43 ICH/cElula, los cuales son muy cer-
canos a 29.1 ICH/c&lula descritos por Kihlman y Andersson ( 1982 )} en
Vicia faba.

Kihlman y Kronborg ( 1975 ) encuentran que en Vicia faba la fre-
cuencia de intercambios es aproximadamente proporcional a la longitud
del cramosoma, mientras que Schweizer ( 1973 ) menciona que aparecen
agrupados en determinadas regicones, éspecialmente las heterocromaticas.
Schubert et al. ( 1979 )} coinciden al sefalar un aumento significati-
vo de ICH en la regidén nucleolar y en la constriccifn primaria de los
cromosamas M. Por otro lado Friebe ( 1978 ) observa que dichos ICH son
mis frecuentes en las regiones eucromiticas adyacentes a regiones hete
rocromédticas en Secale cereale, lo que estd do acuerdo con la distri-
bucién observada en cflulas animales { Wolff, 1977 ).

Los ICH representan cambios en los productos de replicacifn de ADN,
sin que se altere ni la polaridad, ni la estructura de la doble hé&lice
de ADN, posiblemente estos involucran ruptura y reunién del ADN, aunque
no se conoce de manera precisa camo se provocan a nivel molecular
( Latt et al., 1980 ).

El significado bioclégico de los ICH alin no ha sido establecido,
pero se han hecho diversas investigaciones para tratar de esclarecer es
te fenbmeno. -

Se ha encontrado que el proceso de intercambic de cromitidas her-
manas requiere el paso de la célula por la etapa de sintesis del ADN
( Wolff y Perxy, 1974 ). Kato ( 1980 ) menciona que durante o inmedia-
tamente después de que se.ha formado la kifurcacidn en la sintesis de
ADN, es cuando se realiza el intercambioc de doble banda entre las cade-
nas de ADN. Aungque recientemente Andersson ( 1983 ) ha obtenido eviden
cias de que también se inducen en la etapa G,.




Diversos autores han sugeride modelos para explicar el mecanismo
involucrado en la formacién de ICH, sin embargo uno de los mds acepta
dos es el propuesto por Painter ( 1980, 1982 ), quién se basa en que
la replicaci6n de ADN es controlada a nivel de agrupaciones de repli-—
cones, de tal manera que cuando wo de ellos inicia, muchos de sus ve
cinos lo hacen al mismo tiernpo. Los gue participan en este evento de
iniciacién parasincrfnico son parte del mismo grupo.

Agentes tales como la mitamicina C y la luz ultravioleta bloqhean
el alargamientc de la cadena de ADN y el dafio se da en los agrupamien
tos de replicones que estin en diferentes estados de terminacifSn. Esto
trae camo consecusncia un retardo en la replicacién de ciertos agrupa
mientos de replicones ( Fig. 4 I ). Por lo tanto en la cadena molecular
del ADN existen segmentos replicados y no replicados, por lo que su-—
guiere Painter ( 1982 ) cue la ruptura de la doble banda del ADN se
presenta en las uniones de dichos segmantos, quiz&@s catalizadas por la
topoiscmerasa II. Ocasionalmente en vez de que se una en forma normal,
la banda hija de la molécula replicada lo hace con la molécula sin re-—
plicar, dando lugar a la formacitn de ICH, este intercambic requiere

s sele evenis ruotura do la achle 32 do o
un solo evento, la mupt a acble L a N { 411}

- R el
4 GC LA GOOLC S QCd Ny v IIG. .

Los resultados encontrados con el dicrumato de potasio en el pre—
sente trabajo coinciden con lo sucedido a los carcintgenos mutagénicos
que muestran una cinética lineal para la inducci6n de ICH camo una fun
cién de la dosis y aue se atribuye al retardo en la duplicacidén normal
del ADN.

Se puede concluir que el dicromato de potasio es wn buen inductor
de ICH en el sistama de prueba Vicia faba, en tanto gue el cromato de
cal¢io no muestra tal comportamiento, debido posiblemente a que produ-
jo mayor dafio fisioldgico.
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TABLA I

FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS
INDUCIDOS POR DICROMATO DE POTASTIO EN Vicia faba.

Concentracién ICH 1 "¢" de Student
(%) X+ E.E
) 30.31 + 0.60
0.005 40.72 + 0.97 6.63 *
0.010 42.94 + 1.19 7.06 *
0.025 46.65 + 0.83 11.43 *
* p<0.001

1 n = 50 metafases



"TABIA II

FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS
INDUCIDOS POR CROMATO DE CALCIO EN Vicia faba-

Concentracién ICH ; "t" de Student
(%) X+ E.E
0 30.43 + 0.86
0.0050 32.02 + 0.48 119 N5
0.0075 DETERTORD DEL TEJIDO
0.0100 " v "

00250 " " »

i n = 50 metafases

N.S = NO SIGNIFICATIVO



TABIA IIT

Fuivalentes en ppm y melaridades de las ooncentracicnes utilizadas.

DICROMATO DE POTASTIO

Concentracién pEm Molaridad
(%)
G.0050 50 0.00017
0.0100 100 0.00034
0.0250 250 0.00085

CROMATO DE CALCIO®

Concentracidn PEm Molaridad
(%) ’
0.0050 ) 50 0.00022
0.0075 75 . 0.00048
0.0100 ] 100 0.00064

0.0250 250 ) 0.00160
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Fig. 1 Intercambios de cromitidas hermanas inducidos por dicromato de potasio en Vicia faba.



Fig. 2

Cromosomas metafdsicos con intercambios

de crom&tidas hermanas.
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Fig. 4

I)

IT1)

MODEIO DE PATNTER PARA IA TNDUCCION DE INTERCAMBIOS
DE CROMATIDAS HERMANAS ( 1982 ).

Progresifn de la duplicaci®n del ADN entre los
agrupamientos de replicones, en caso de que se
presente alguin dafo puade persistir la condicién
del agrupamiento C en donde se inhibe la replica
cién y por lo tanto hay retardo de la misma.

Ruptura de doble banda y reunifn de la banda hija
de la molécula replicada a la mol&cula no replica
da dando lugar al intercambio de doble banda.



( I1)

Fig. 4 ( T y TE ) MODFLG BE PAINTER ( 1982 ).



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Material y Método
	Resultados
	Discusión y Conclusiones
	Bibliografía
	Tablas



