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RESUMEN

El glifosato es uno de los herbicidas méas utilizados en todo el mundo, sin
embargo, existen serias contradicciones acerca de su genotoxicidad, por lo
anterior es necesario utilizar nuevas metodologia para evaluar la actividad
genotoxica de esta sustancia. En el presente trabajo, se emplearon las pruebas
de mutacién rosa en Tradescantia (clon 4430) y la prueba del cometa en ntcleos
de células estaminales de la misma planta, asi como, en linfocitos humanos,
tratados con glifosato. La frecuencia de mutacion rosa no se incrementd
significativamente  (p>0.05) después del tratamiento con diferentes
concentraciones de glifosato, en cambio con la prueba del cometa en los nicleos
estaminales de Tradescantia y en los linfocitos expuestos se observd una
actividad genotdxica estadisticamente significativa. Nuestras observaciones
demuestran la genotoxicidad del glifosato y que ademas su deteccion depende
del bioensayo empleado, lo cual puede explicar el por qué de la polémica. Se
confirma que la prueba del cometa es una excelente herramienta para detectar
dafo genético directo inducido por agentes quimicos. Por lo anterior, se

recomienda para valorar adecuadamente actividad genotdxica de aigun agente

. quimico, escoger adecuadamente los sistemas de prueba y utilizar por lo menos

dos de ellos.



1. INTRODUCCION

Los humanos y otros organismos pueden desarroliar tumores o presentar dafio
en su material genético después de la exposicidn continua a pesticidas; el peligro
es particularmente alto en el caso de trabajadores agropecuarios. El glifosato es
un herbicida ampliamente utiizado aun cuando existe una gran polémica con
respecto a su genotoxicidad. Estas diferencias pueden atribuirse a la distinta
sensibilidad de los sistemas de prueba empleados y también depende de
factores como el manejo experimental. Existen distintas metodologias para
evaluar la actividad genotéxica de los compuestos quimicos. Una prueba muy
empleada y confiable para este propdsito es la prueba de mutacion rosa en los
pelos estaminales de Tradescantia. Otro sistema sensible es la prueba del
cometa, que permite la visualizacion de dafo directamente en el material
genético mediante ia observacién en el microscopio de nicleos individuales
sometidos a electroforesis. En el presente trabajo se emplearon estos dos
sistemas de prueba, para evaluar la genotoxicidad de varias concentraciones de

glifosato en su forma comercial (FAENA).
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2. ANTECEDENTES

2.1. CONTAMINACION AMBIENTAL

El desarrollo de las sociedades humanas se acompana del uso y desecho de
gran cantidad de compuestos quimicos (Grimmer, 1983). Nuestros habitos y un
ambiente cargado de contaminantes fisicos, quimicos y hasta bioldgicos, pueden
afectar nuestro organismo. Se calcula que un ser humano puede estar expuesto
de manera cotidiana a un promedio de 35,000 agentes quimicos diferentes
(Albert, 1990). Algunas sustancias pueden causar dafo fisiolégico e incluso
alterar nuestro material genético (acido desoxirribonucleico, ADN). Cuando esto
dltimo ocurre se dice que es una sustancia mutagénica. Esta entra a través de la
membrana celular y puede provocar mutaciones puntuales y aberraciones
cromosomicas, entre otras (Heflich, 1991). Existen varios grubos de sustancias
potencialmente peligrosas desde al punto de vista genético, por mencionar solo
algunas: a) las farmacéuticas, b) los plaguicidas y c) las emisiones gaseosas. El
cancer y los efectos teratogénicos son algunos de los peligros para la salud,
consecuencia de la exposicién a sustancias mutagénicas durante plazos largos
(Montesano y Tomatitis, 1977). Por lo anterior, es necesario el uso de
indicadores bioldgicos para evaluar la calidad del ambiente a través de diferentes
sistemas de prueba o bioensayos que detecten dafo genético inducido por
agentes quimicos y fisicos en plantas (Grant y salamone, 1994; Ichikawa, 1992;
Grant, 1994; Grant et al., 1992), en insectos (Graf y Singer, 1992; Graf et al.,
1984) y en bacterias (Ames et al, 1973). Los sistemas de prueba antes
mencionados poseen ventajas y desventajas que deben de ser consideradas

seriamente para obtener mejores resultados.



2.2. CONTAMINACION POR PLAGUICIDAS

Con el incremento de la contaminacion por pesticidas aumento la necesidad por
conocer los efectos causados por dichas sustancias (Carrillo y Vélez, 1996). Los
pesticidas o plaguicidas son sustancia que se utiliza para controlar, evitar o
destruir plagas animales, microbianas o vegetales como son: los fungicidas,
herbicidas e insecticidas entre otros (Repetto y Sanz, 1993). Son ampliamente
utilizados en todo el mundo a pesar del dafio ecoldgico que muchos han
provocado debido a su baja tasa de biodegradabilidad, son ejemplos: el DDT,
aldrin y dieldrin. Muchos de estos compuestos han sido prohibidos, pero algunos
otros contindan utilizandose. Existen diferentes tipos de pesticidas; los
organoclorados, organofosforados y carbamatos son los mas representativos
(cuadro 1). Se han detectado pozos de agua contaminados con 1,2 dibromo-3-
cloropropano, insecticida organoclorado, en el area metropolitana de Fresno,
California (Grella et al., 1994; Zou et al, 1995; Kioos, 1996). En México se
detectaron plaguicidas organoclorados en aguas de riego en el Valle de Mexicali
(Carrillo y Vélez, 1996). Varios tipos de pesticidas fueron encontrados en granjas
acuicola de camardn del centro de Sinaloa y el puerto de San Blas, Nayarit
(Ramirez et al,, 1996). Otros plaguicidas organoclorados se encuentran como
contaminantes en leche materna de mujeres que habitan en zonas cercanas
Veracruz (Waliszewski et al., 1996). '

Los efectos directos de la exposicion a plaguicidas en el hombre
comprenden dafios que van desde simples irritaciones epidérmicas hasta
envenenamientos, mutaciones genéticas, cancer e incluso la muerte (Gémez et
al., 1992; Moses, 1992; 1ARC 1991). Al mismo tiempo, los efectos genotoxicos
de pesticidas y sus mezclas se reportan in vitro (Dolara et al., 1994). Se ha
comprobado que la contaminacion del suelo, aire y agua por pesticidas es un
riesgo para los seres vivos. La exposicidon a estas sustancias ocurre de
multiples formas: ocupacional, ambiental o a través de su incorporacion a la

cadena alimenticia (Figura 1).
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Figura 1. Vias de transferencia de los pesticidas en el ambiente y al hombre

(http:/fiibce.edu.uy/posdata/ drit.htm)
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ORGANOCLORADOS NOFOSFORADOS

CARIBANMATCS Y

TIOCARBAMATOS
CLOROFENOTANO __ GLIFOSATO DIMETANO
ALDRIN PARATION CARBARIL
DIELDRIN MALATION ISOLAN
CLORDANO METIL-PARATION ALICARB
HEPTACLORO BROMORFOS COMPUESTO DINITRO
TOXAFENO ETIL-BROMORFOS DNOC (DINITRO-ORTO-
ENDOSULFAN FENITROTHION CRESOL)
METOXICLORO DIMETOATO DNBP (DINITRO-BUTIL-
FENOL)
HEXACLOROBENZOL  CLORTHION
DINOSEB, ACETAT
PCB (PBB) DIAZINON
NITROBENZOLES
CUMAROL-DERIVADOS DEMETON SUSTITUIDOS
CUMACLOR DEMETON-S-METIL QUINTOZEN
CUMATETRALYL DICLORFOS COMPUESTOS DIPIRINA
WARFARINA MEVINFOS PARAGUIAT
AC. CARBONICOS DIBROM DERIVADOS DE UREA
CLORADOS
FOSFAMIDON ALFA NAFTIL TIOUREA
AC
: TRICLORFON
PEROXICARBONICO COMPUESTOS
FENCLORFOS HETEROCICLICOS
24D AZINFOS NITROGENADOS
MCPA( AC.
COUMAFOS DIAZINA
METOXICLOR -
, TRIAZINA
FENOAXIACETICO) 2,
45T TRIAZOLES

Cuadro 1. Grupo de pesticidas mas abundantes, clasificados por su

composicién quimica. (Ramirez y Herndndez, 2001).




2.3. EL GLIFOSATO

El glifosato se introdujo en el mercado en 1971, hoy en dia es el herbicida mas
utilizado a nivel mundial atn cuando existe una gran polémica sobre su
actividad genotdxica (Figura 2, Cuadro 2). Algunos de sus nombres
comerciales son: Round-up, Glicep, Stirrup, Herbolex, Faena, entre otros. El
glifosato controla la mayoria de las especies gramineas y dicotileddneas
consideradas como malas hierbas y es particularmente activo sobre especies

perennes, por ello, es conocido como un herbicida total.

O

HOOC\/N\/

OH

Figura 2. Molécula del glifosato

COMPOSICION / INGREDIENTES CARACTERISTICAS FiSICO -
QUIMICAS

Nombre Quimico: Estado fisico: Liquido limpido,
N-(fosfonometil) glicina; sal isopropilamina solucién
Sinénimo del principio activo; Apariencia y olor: Liquido claro,
Glifosato ambarino, inodoro
Formulacién : SL Densidad relativa: 1.17 a (20/20°C)
N° CAS : 1071-83-6 pH:4.7 a20°C
N° CAS: (Sal Isopropilamina): Solubilidad en agua: Soluble.
38641-94-0

Concentracion : 48%P/V de la sal

Cuadro 2. Composicién y caracteristicas fisicoquimicas, tomado de
Glifosato Du Pont, hoja de datos de seguridad.



2.3.1. MODO DE ACCION Y ALGUNOS EFECTOS EN PLANTAS

La accion herbicida del glifosato se debe a la inhibicion de la biosintesis de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano), utilizados en la
sintesis de proteinas y que son esenciales para el crecimiento y sobrevivencia
de las plantas. El glifosato inhibe la enzima enolpiruvilchiquimato-fosfato
sintasa (EPSPS), importante en la sintesis de aminoacidos aromaticos; también
puede inhibir o reprimir la accién de otras dos enzimas involucradas en otros
pasos de la sintesis de los mismos aminoacidos, la clorismato mutasa y
prefrenato hidratasa. Estas enzimas forman parte de la via del &cido quimico,
presente en plantas superiores 0 microorganismos pero no en animales. En
cafia de azucar reduce la actividad de una de las enzimas involucradas en el
metabolismo del azucar, la 4acido invertasa. Esta reduccion parece estar

mediada por auxinas, hormonas de las plantas (Nivia, 2001).
2.3.2. EFECTOS EN ANIMALES

E! glifosato también puede afectar sistemas enzimaticos en animales y
humanos. En ratas, cuando se les inyectd en el abdomen, disminuyd la
actividad de dos enzimas detoxificantes, el citocromo P-450 y una
monooxigenasa; también disminuyé la actividad intestinal de otra enzima

destoxificante, la aril hidrocarbono hidroxilasa (Nivia, 2001).
2.3.3. EL GLIFOSATO Y SU GENOTOXICIDAD

Existen diversas contradicciones sobre la existencia de actividad genotdxica del
glifosato. Clements et al. (1997) y Peluso et al. (1998) demostraron con la
prueba del cometa, que el glifosato induce rupturas en el ADN en células de
raton y Rana catesbeiana. Li y Long (1998) también reportaron su efecto
mutagénico en S. typhimurium, E. coli, B. Subtilis, hamster chino y médula 6sea
de ratén. The International Program Chemical Safety’s (IPCS) (1994) reportd
un incremento en la incidencia de tumores testiculares de raton. En Drosophila
melanogaster, Kaya et al. (2000), encontraron efecto genotdxico directo del
glifosato. Alvarez et al. (2001a) asociaron el dafno genético y la “marchites del
agave” con el uso del glifosato en cultivos de Agave tequilana. Sin embargo,
Busse et al. (2001), Owczarek et al. (1999), Williams et al. (2000), Rodriguez

(2004), asi como las empresas Monsanto (1998), Du Pont (2002), entre otras,
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han reportado la ausencia de genotoxicidad del glifosato. Estas diferencias
pueden atribuirse a la distinta sensibilidad de los sistemas de prueba, misma
que depende de factores como el manejo experimental y tipo de organismo
utilizado (Zuaniga, 2001). Por todo lo anterior es recomendable la utilizacion de
mas de una metodologia para evaluar el posible efecto mutagénico de este

herbicida.

2.4. MUTACIONES

Una mutacion es cualquier cambio heredable del material genético, puede ser
una transformacion quimica de un gen individual (mutacién génica o puntual)
que altera su funcién, o un reordenamiento, ganancia o pérdida de un
cromosoma, visible al microscopio (mutacién cromosémica). Las mutaciones
pueden ocurrir en células germinales y transmitirse a la descendencia o en
células somaticas y pasar de una célula a otra al dividirse éstas (Repetto y
Sanz, 1995).

La exposicion de los seres vivos a las diversas sustancias quimicas
encontradas en nuestro entorno puede inducir el desarrollo de cancer; sin
embargo, un peligro mas es la aparicion de enfermedades genéticas en la
descendencia de!l individuo expuesto cuando los gametos son los afectados. La
exposicién de los humanos u otros seres vivos a los agentes mutagénicos
puede ocurrir de diversas formas: ingestion de medicamentos, exposicion
directa a través de la piel e inhalacién. (Alvarez y Zaitseva, 2001).

Las mutaciones se pueden clasificar en:

a) Cromosémicas numéricas o estructurales (aneuploidia, poliploidia,
translocacion, delecién e inversién)

b) Génicas (insercion, delecion, sustitucion de bases y rearreglos).

2.4.1 MUTACIONES CROMOSOMICAS
Las mutaciones cromosémicas se pueden presentar como una alteracion en

nuamero o estructura de los cromosomas.

2.4.1.1 Poliploidias. Se refiere a la existencia de multiplos exactos de la
dotacion genética, es decir la alteracion en el nimero normal; por ejemplo, en

el humano el ndmero diploide (2N) consta de 46 cromosomas y el haploide (N)



solo de 23. Por lo tanto, una poliploidia seria un aumento a 69 a 92
cromosomas en el hombre, lo cual es incompatible con la vida (Alvarez y
Zaitseva, 2001).

2.4.1.2 Aneuploidias. Consisten en la alteracién en el numero ios cromosomas
(no mdttiplos). En el humano se pueden encontrar casos de 25 cromosomas en
lugar de 46, asi como 47, 48 o mas (Alvarez y Zaitseva, 2001; Repetto y Sanz,
1995).

2.4.1.3 Delecidn, insercidn, inversion y translocacion. Otras alteraciones
que podemos observar son los cambios en su estructura. Cuando los
cromosomas carecen de ciertas regiones se dice que existe una delecion, por
el contrario, cuando poseen fragmento extras se le llama insercion. Cuando
entre un cromosoma y otro se da un intercambio de fragmentos se dice que se
efectué una translocacion. Cuando un fragmento esta en un lugar correcto
pero no se encuentra en la orientacién adecuada, dando la impresién de haber
efectuado un giro, se le denomina inversion (/\Ivarez y Zaitseva, 2001; Repetto
y Sanz, 1995).

2.4.2. MUTACIONES GENICAS

La mutacién génica se refiere a la alteracion de uno o mas genes. Cuando un
pequefio fragmento del gene se pierde se dice que existe una delecion o, por
el contrario se inserta, se denomina insercidon. Cuando se pierde por lo menos
una base nitrogenada se efectua una delecién. En otras ocasiones se puede
presentar una insercion de bases que puede ocasionar de igual manera
efectos desastrosos. En todos los casos, el efecto de una mutacién génica
dependera de la region afectada del gen y de la importancia del producto

génico (Alvarez y Zaitseva, 2001; Repetto y Sanz, 1995).
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2.5. MUTAGENOS

Los mutdgenos son agentes que pueden ocasionar cambios en el material
genético de células (Ramirez, 2001), debido a esto, la frecuencia de mutacion
puede incrementarse con la exposicion a ellos. Se dividen en tres grupos:

fisicos, quimicos y bioldgicos.
2.5.1. MUTAGENOS FISICOS

Aqui se agrupan varios tipos de radiaciones que elevan la frecuencia de
eventos mutacionales como: rompimientos, rearreglos y/o distorsién de la
cadena de ADN al alterar las bases (dimeros de timina) bloqueando asi futuras

replicaciones (Ramirez, 2001).

2.5.1.1. Rayos X. Fueron descubiertos por Muller en 1927, desde entonces, la
Drosophila melanogaster es el modelo mas utilizado para estudiar las
mutaciones causadas por las radiaciones, y con ella, se obtuvieron gran
cantidad de datos sobre la induccién de mutaciones génicas y variaciones

estructurales por estos agentes (Lindsley y Grell, 1968).

2.5.1.2. Rayos Ultravioleta (UV). Los rayos ultravioleta inducen mutaciones de
tipo puntual y cromosémica (Griggs y Bender, 1973; Meltz, 1991); por ejemplo,
se han obtenido un gran nimero de mutantes en Neurospora en diversas
levaduras (Li y Loretz, 1991). En adicién, el sistematico deterioro de la capa de
ozono ha incrementado la penetracién de este tipo de radiacién y algunos
estudios senalan la relacién entre la exposicion solar y el incremento de cancer

de piel.

2.5.1.3. Ondas Ultrasdnicas. Las ondas ultrasdnicas con una frecuencia de
400.000 ciclos por segundo pueden producir mutaciones letales en Drosophila
melanogaster (Ciaravino, 1986), asi como variaciones estructurales en los

cromosomas somaticos de plantas (Meltz, 1991).
2.5.2. MUTAGENOS QUIMICOS

Los mutdgenos quimicos producen cambios en el ADN como son las
sustituciones de bases y errores de apareamiento. Se calcula que un ser

humano comun puede estar expuesto a un promedio de 100 mil diferentes
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sustancias. En la actualidad existen aproximadamente 10 millones de
compuestos quimicos diferentes como pesticidas, medicamentos, bencenos,
conservadores de alimentos enlatados, solo por mencionar algunos, y la
velocidad con la que se diagnostica su peligrosidad genética es notablemente

inferior a la cantidad de nuevas sustancias producida (Ramirez, 2001).

2.5.2.1. Arilaminas y arilamidas. Las arilamidas estuvieron entre los primeros
carcinégenos reconocidos. Existen estudios epidemiolégicos que relacionan la
exposicién a 2-naftilamina, benzidina y 4-aminobifelino con incidencias de
cancer en la vejiga. En este caso, esta implicada la activacion metabdlica de

procarcinégenos y promutagenos (Aguilera, 1996).

2.5.2.2. Carbamatos. Un gran nimero de quimicos agricolas se clasifican
dentro de los carbamatos, ésteres y derivados del acido carbamico. El
etilcarbamato-uretano presenta gran actividad mutagénica; este agente se usé
como anestésico de tejidos y conservador en jugo de naranja y se detectd su
presencia en cigarrillos y en los procesos de elaboracién de cerveza
(Solonesky et al., 2002).

2.5.2.3. Hidrazidas. Algunas se producen naturalmente en el tabaco y hongos
comestibles. Son utifizadas en la industria como producto intermedio. También
se emplean como agentes quimioterapeuticos y en ocasiones como aditivo a
pesar de ser extremadamente mutagénicas, por esta caracteristica
frecuentemente son utilizadas como testigos positivos en estudios de

genotoxicidad (Alvarez et al., 2001b).

2.5.2.4. N-Nitrosamina. La exposicién a este quimico ocurre concretamente a
través del consumo de alimentos, tabaco, cosméticos y algunos productos de
gomas. La N-Nitrosamina resulta mutagénica en numerosos sistemas de
prueba y carcinogénica en diferentes variedades y especies de plantas (Alvarez
et al., 2001b).

2.5.3. MUTAGENOS BIOLOGICOS

Respecto a los mutdgenos biolégicos, éstos producen cambios que van desde
“simples” rompimientos cromosémicos hasta la pulverizacién total del
complemento cromosémico (Ramirez, 2001). Los virus pueden producir

diferentes tipos de canceres en animales, por ejemplo, en el ser humano, el



virus de Epstein-Barr se asocia con el linffoma de Burkitt, el carcinoma
nasofaringeo y los linfoepiteliomas; el virus de la hepatitis B esta implicado con
el hepatocarcinoma; y el virus del herpes simple (tipo 2) y varios tipos de
papiloma virus humanos estan relacionados con el cancer de cérvix (Ramirez,
2001).

2.6. BIOENSAYOS GENETICOS

El sistema mas adecuado para detectar actividad mutagénica es aquel que
localiza los mutagenos antes de que se manifiesten sus efectos en los seres
humanos. Por lo anterior, resulta apropiado basarse en datos obtenidos en
sistemas de prueba sobre otros organismos (bioensayos), siempre y cuando
estén expresadas las limitaciones y diferencias en el metabolismo y en los
sistemas de reparacién del ADN (Li y Loretz, 1991). Algunos autores opinan
que tales diferencias no son tan evidentes y que los resultados pueden
extrapolarse inclusive al hombre, de tal suerte que, estos tipos de estudios se

han recomendado a la Organizacién Mundial de la Salud (Grant, 1994).

En muchos paises se establecieron los requisitos de ensayos (agudo o
de corto plazo y crénico o de largo plazo) y se fijaron normas y niveles de
tolerancia, asi como, el desarrollo de una serie de bioensayos de tiempos
cortos para la observacion de cambios genéticos. Estos sistemas de prueba
tienen diferentes propdsitos como son: (1) busqueda de productos ambientales
con propiedades carcinogénicas, (2) identificacidn de carcinégenos en fluidos
de! cuerpo, (3) entendimiento de los mecanismos de la activacion quimica de
carcinégenos y sus reacciones con el ADN y (4) prediccion de carcinogenicidad
de sustancias. Generalmente se requieren de 2 o 3 bioensayos para afirmar

que una sustancia quimica es carcinogénica (Casiano, 1991).

Actualmente se cuenta con una gran variedad de pruebas con las que se
puede determinar dafo genético o detectar compuestos genotoxicos, estas
pruebas pueden ser bioquimicas, realizarse in vivo o in vitro, con
microorganismos 0 macroorganismos, y pueden determinar dafio microscépico

o molecular (Seraj et al., 1996).
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2.6.1. PRUEBA DE MUTACION ROSA EN Tradescantia (CLON 4430)

La prueba de mutacion rosa es un excelente bioensayo para la deteccion de
cambios genéticos provocados por diferentes compuestos quimicos y fisicos en
el medio ambiente. Sin embargo, los resultados pueden variar de acuerdo a fa

naturaleza de los agentes (Gichner et al., 1982).

Algunas especies de Tradescantia, entre ellas, Tradescantia virginiana
tienen la caracteristica de poseer pocos cromosomas. Existen otras especies,
como son: Tradescantia occidentalis, Tradescantia ohiensis, Tradescantia
subacaulis y Tradescantia hirsutiflora, con las dos ultimas se logré obtener un
hibrido conocido como clon 4430 (Figura 3). Este se propaga vegetativamente,
es decir, sin unién de células o nucleos de células germinales, de manera que
el individuo resultante es, desde el punto de vista genético, idéntico al parental.
Se puede mantener en condiciones de invernadero donde florece por largos
periodos de tiempo. El principio basico de la prueba de mutacién rosa en
Tradescantia {clon 4430) se basa en el color de las células estaminales de la
flor como criterio para determinar mutaciones (Figura 4). El clon es heterocigoto
para el color de la flor (Aa) en la que se expresa el color azul de los pelos
estaminales como dominante y el color rosa como recesivo (Mericle y Mericle,
1967). Cuando los pelos estaminales son jovenes se encuentran en division
celular activa, esta etapa es adecuada para la induccién de mutaciones. Cada
pelo estaminal se deriva de una célula epidérmica simple y crece a través de
divisiones sucesivas de células terminales y subterminales. £n la madurez los
estambres muestran un rango de 40-70 pelos cada uno conteniendo arriba de

32 células aproximadamente (Aguilera, 1996).



Figura 4. Pelos estaminales de Tradescantia clon 4430



2.6.2. PRUEBA DEL COMETA
En 1988 se mejoré una técnica que detecta alteraciones del ADN en células
individuales conocida como “prueba del cometa alcalino” (PCA) o electroforesis
de células individuales (Singh et al, 1988). La PCA, permite medir el
rompimiento en el ADN y detectar sitios sensibles al alcali en células de
mamifero y algunas plantas (Arévalo, 1999; Tebbs et al., 1999; Wagner et al.,
1998; Koppen y Vershaeve, 1996) y es muy empleada ya que es rapida, simple
y sensible. Esta ha sido ampliamente utilizada en células animales. En plantas
la PCA es menos frecuente sin embargo ha aumentado el nimero de reportes
en los Gltimos afos (Alvarez ef al., 2001a). Es una excelente herramienta para
la deteccion de agentes genotdxicos, bastan sélo “unas cuantas células”™ (1-
10,000) para realizar el ensayo y los resultados se obtienen en un dia
(McKelvey, 1993; Fairbair, 1995). Con esta prueba se han estudiado Ia
induccion de dafio sobre el ADN en células cultivadas y en suspensidn, asi
como en sistemas in vivo. La PCA tiene varias ventajas: (A) Es posible
investigar el grado de rompimiento del ADN en pequefias muestras de tejidos
animales y biopsias humanas; (B) Se lleva a cabo en pocas horas vy, si se
cuenta con un analizador de imagenes, los resultados son obtenidos y
evaluados inmediatamente; (C) En términos generales, el equipamiento es el
mismo utilizado para otros ensayos de poca duraciéon con excepcién del
analizador de imagenes, el cual es costoso, pero es de gran ventaja tenerlo.
En esta técnica los nucleos de las células o las células mismas se colocan
dentro de un gel de agarosa sobre un portaobjetos, posteriormente son
sometidas a electroforesis por poco tiempo, bajo condiciones alcalinas. El
resultado de lo anterior es un ntcleo con apariencia de un cometa, en el cual
pueden analizarse distintos pardmetros que miden el dafio genético (Figura S5ay
5b). Las células con un incremento de dafo en su material genético presentan
una mayor migracién de los fragmentos de ADN hacia el anodo o bien, una
mayor intensidad de fluorescencia de la cauda (cola del cometa) con respecto a
las células normales. La longitud de la migracién se cuantifica en el microscopio
de fluorescencia una vez que se han tenido los nucleos con bromuro de etidio
(Singh et al., 1988).



Figura 5b. Software especial para prueba del cometa (cometassay), la imagen

muestra algunos de los pardmetros utilizados para la prueba.

Figura 5. (a) Nicleos “cometizados” observados con microscopia de
fluorescencia donde se observa el tipico “cometa”. {b) Pardmetros analizados
sobre la imagen de un cometa mediante el andlisis de imagenes

(www.cometassay.com).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El glifosato es uno de los herbicidas méas utilizados, sin embargo existen grandes
contradicciones con respecto a su actividad genotéxica, debidas quiza a la
utilizacion de sistemas de prueba no adecuados. Por lo anterior, en el presente
tfabajo se propone utilizar simultdneamente dos o mas pruebas en células

vegetales y animales para evaluar el efecto mutagénico de éste herbicida.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad mutagénica del glifosato a diferentes diluciones (1/10,000;
1/100,000; 1/1, 000,000; 10, 000,000) mediante la prueba tradicional de

Tradescantia (clon 4430), asi como, en la prueba del cometa, aplicada en

nucleos de células estaminales de Tradescantia y en linfocitos humanos.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

Determinar las frecuencias de mutacién rosa en plantas de
Tradescantia expuestas a las diferentes diluciones de glifosato.

Detectar con la prueba def cometa, el dafio genético inducido en nicleos
de las plantas de Tradescantia expuestas a las diferentes diluciones

de glifosato (prueba in vivo)

Detectar con la prueba del cometa, el dafo genético inducido en
nucleos de Tradescantia expuestos a las diferentes diluciones de
glifosato (prueba in vitro).

Detectar con la prueba del cometa el daho genético en linfocitos
humanos expuestos a las diferentes diluciones de glifosato (in vitro).

Establecer comparaciones entre los resultados de las pruebas.



5. HIPOTESIS
El glifosato posee actividad mutagénica detectable con prueba de mutacion rosa
en Tradescantiay la prueba del cometa aplicada a los nucleos estaminales de la

Tradescantia, asi como, en linfocitos humanos.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. PRUEBA DE MUTACION ROSA EN Tradescantia {(clon 4430)
Quimicos. El glifosato en su forma comercial (FAENA) fue obtenido de
Monsanto.
Tratamiento. Para la prueba se utilizaron plantas de Tradescantia
perténecientes al clon 4430 (T. subacaulis X T. hirsutiflora), altamente sensible a
mutagenos ambientales. Las plantas crecieron en condiciones controladas: 22°C
durante el dia y 16-18°C en la noche y 60% de humedad ambiental relativa. Las
diluciones de glifosato/agua estudiadas fueron: 1/10,000, 1/100,000, 1/1000,000,
1/10, 000,000; obtenidas a partir de una solucién madre, preparada de acuerdo a
la dosis recomendadas por Monsanto para su uso en el campo (1.5 ml de
glifosato/100 ml de agua). Para el testigo negativo se utilizd una solucién de
Hoagland’s.

Los cortes de Tradescantia, con sus inflorescencias, se sumergieron en
50 ml de las concentraciones de glifosato durante 3 horas, al término de las
cuales, se lavaron con agua destilada para colocarlos en solucién de Hoagland’s
hasta el momento de la lectura (Figura 6). Es importante sefialar que parte de las
inflorescencias de las plantas tratadas se emplearon en la obtencién de nicleos

para la prueba del cometa (in vivo) descrita mas adelante.

Figura 6. Plantas de Tradescantia expuestas al herbicida.

Para cada experimento, incluyendo el testigo negativo, se emplearon los
tallos mas vigorosos (de 25-30) conteniendo las inflorescencias, que
proporcionaron alrededor de 15 flores diarias (de 1500 a 3000 pelos

estaminales). Los pelos estaminales se colectaron y colocaron diariamente
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sobre un portaobjetos con aceite de parafina, peindndose con una aguja, para

facilitar el conteo (Figura 7).

Figura 7. Preparacién de la muestra

La observacion se realizd en un microscopio estereoscopico
obteniéndose la frecuencia de mutacién por 1000 pelos diariamente en los
dias 7 al 14 después del tratamiento, determinado como periodo éptimo para
esta prueba (Ma et al., 1994). Para el conteo de los eventos rosa se empled el
siguiente criterio: una célula rosa o un grupo unido de células rosa se considerd
como un evento de mutacién simple. Cuando las células rosas estuvieron
separadas por células azules se consideraron como eventos mutacionales
distintos. La frecuencia de mutacién rosa se establecié de acuerdo con
Underbrink et al. (1973). La media de la frecuencia de mutacion rosa se calculd

con un intervalo de confianza p<0.05.

6.2. PRUEBA DEL COMETA EN NUCLEOS ESTAMINALES DE Tradescantia IN
VIVO

Obtencién de nucleos. Los nicleos de los pelos estaminales se separaron de
la siguiente manera: 24 estambres de cada una las plantas expuestas a las
diluciones de glifosato, ya mencionadas, fueron tomadas en el décimo dia
después del tratamiento. También se tomaron 25 estambres de una planta no
expuesta al glifosato (testigo negativo), mantenida en las mismas condiciones de
las plantas expuestas al herbicida. Los estambres fueron colocados en morteros
frios distintos y se les afadié a cada uno 440 pl de amortiguador Honda (0.44 M
sucrosa, 2.5% Ficoll (type 400), 5% Dextran T-40, 25 mM Tris-HC! (pH 8.5}, 10
mM MgCl;, 10 mM B-mercaptoetanol, y 2.5% Triton X-100). Las células
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estaminales fueron maceradas cuidadosamente en el mortero para romperlas y
liberar sus nucleos.

Después de homogenizar, cada una de las mezclas fueron fittradas en

una malia de nylon de 80 um de apertura de poro. Los nucleos se separaron por
centrifugacion a 3000 rpm (4°C) por 3 minutos y luego se lavaron 3 veces en 5
m! de solucidn salina fisioldgica (0.9% NaCl), finalmente se resuspendié en 200
ul de amortiguador de fosfatos (160 Mm NaCl, 8 mM NaH»PO, (fosfato dibasico),
5 mM NaH,PQ, (fosfato monobasico), pH 7.0) conservandose asi hasta el
momento de la electroforesis.
Preparacion de la muestra. Las suspensiones nucleares obtenidas se utilizaron
en la prueba alcalina del cometa como describieron Alvarez-Moya et al. (2001b).
Los portaobjetos fueron cubiertos con agarosa tipo “Normal Melting Point” (NMP)
(gelificacién a temperatura normal) al 1 % (50 mg de agarosa /5 ml Hx0), se
permiti6 que solidificara y luego fue retirada para tener una superficie
completamente limpia. Después de esto, 300 pl de agarosa NMP al 0.6 % (30
mg de agarosa/s ml H20) se colocaron en el portaobjetos. Enseguida, 100 pl de
agarosa de tipo Low Melting Point (LMP) (gelificacion abaja temperatura) al 0.5%
(25 mg de agarosa/5 ml Hx0) fueron mezclados con 10 pl de la suspension
nuclear y la mezcla se colocé sobre la primera capa. Finalmente una tercera
capa de 100 ul de agarosa LMP al 0.5 % (25 mg de agarosa/5 m! H,0) fue
afadida para cubrir la segunda capa. Se prepararon portaobjetos con agarosas y
nucleos por duplicado para cada muestra.

Los portaobjetos preparados con agarosa y nucleos, fueron sumergidas
en solucién de lisis (2.5 mM NaCl, 10 mM NaEDTA, 10 mM Tris-HCI, 1% lauril
sarcosinato, 1% Tritén X-100 y 10% DMSQ, pH 10) por 60 min. a 4°C. Después
de la lisis, se colocaron en un sistema de electroforesis horizontal con
amortiguador de pH alcalino (30mM NaOH, 1mM Na;EDTA, pH 13) por 45 min. a
4°C. La electroforesis se llevo a cabo por 10 min. a 200 mA y 9 voltios. Una vez
terminada los portaobjetos fueron sumergidos en un amortiguador neutro (0.4 M
Tris-HCl, pH 7.5) por 15 min. y posteriormente lavadas con agua destilada, para
proceder a tefiir con 0.5 ml de bromuro de etidio (20pl/ 1ml H,Q) por 5 minutos.
Finalmente, se procedi6 a lavar los portaobjetos 2 veces con agua destilada y

un cubreobjetos se coloco sobre el gel para su observacion en el microscopio.
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6.3. PRUEBA DEL COMETA EN NUCLEOS ESTAMINALES DE Tradescantia IN
VITRO
Obtencion de nucleos. Se colocaron 24 estambres de una planta de
tradescantia, no expuesta al herbicida, en un mortero fri6 y se le anadié 440 pl
de amortiguador Honda (0.44 M sucrosa, 2.5% Ficoll (type 400), 5% Dextran T-
40, 25 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoetanol, y 2.5%
Triton X-100). Las células estaminales fueron maceradas cuidadosamente en
mortero para romperlas y liberar sus nucleos.

Después de homogenizar, la mezcla fue filtrada en una malla de nylon de
80 um de apertura de poro. Los nucleos fueron separados por centrifugacion a
3000 rpm (4°C) por 3 min. y luego se lavaron 3 veces en 5 ml de solucion salina
fisioldgica (0.9% NaCl), finalmente se resuspendié en 200 pl de amortiguador de
fosfatos (160 mM NaCl, 8 mM. Na,HPO, (fosfato dibasico), 5 mM. NaH,PO,
(fosfato monobasico), pH 7.0, conservandose asi hasta el momento de la
electroforesis.
Preparacion de la muestra. La suspensién nuclear obtenida se usé en la
prueba alcalina del cometa como describieron Alvarez-Moya et al. (2001b). Los
portaobjetos fueron cubiertos con agarosa tipo “Normal Melting Point”
(gelificaciéon a temperatura normal) (NMP) al 1 % (50 mg de agarosa/5 mi H,O)
se solidificd y luego fue retirada para tener una superficie completamente limpia.
Después de esto, 300 ul de agarosa NMP al 0.6 % (30 mg de agarosa/5 ml H,O)
se colocaron en el portaobjetos. Enseguida, 100 pl de agarosa de tipo Low
Melting Point (gelificacion abaja temperatura) (LMP) al 0.5% (25 mg de
agarosa/5 ml H,O) fueron mezclados con 10 pl de la suspensidn nuclear y la
mezcla se coloco sobre la primera capa, en el centro del portaobjeto. Finalmente
una tercera capa de 100 pl de agarosa LMP al 0.5 % (25 mg de agarosa/5 mi
H,0) fue anadida para cubrir la segunda capa. Se prepararon portaobjetos por
duplicado con agarosa y nucleos para cada concentracién de glifosato.

Para realizar la exposicion de los nucleos al glifosato in vitro, los
portaobjetos preparados fueron sumergidos en cada una de las diluciones
del glifosato por 3 horas (exposicién al herbicida in vitro), también se utilizé

agua destilada para el testigo negativo, al finalizar este tiempo, fueron lavadas
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con agua destilada. Posteriormente, las muestras se colocaron en una solucion
de lisis ( NaCl 2.5 mM, Na;EDTA 10 mM, Tris-HCI 10 mM, lauril sarcosinato 1%,
Tritdn X-100 1% y DMSO 10%, pH 10) por 60 min. a 4°C. Después de la lisis, se
colocaron en un sistema de electroforesis horizontal con amortiguador de pH
alcalino (NaOH 30 mM, NaEDTA 1mM, pH 13) por 45 min. a 4°C. La
electroforesis se llevd a cabo por 10 minutos a 200 mA y 9 voltios; una vez
terminada los portaobjetos fueron sumergidos en un amortiguador neutro (0.4 M
Tris-HCI, pH 7.5) por 15 min. y posteriormente lavadas con agua destilada, para
proceder a teiir con 0.5 ml de bromuro de etidio (20 pl/1 ml de H2O) por 5 min.
Finalmente, se procedi6 a lavar, los portaobjetos, 2 veces con agua destilada y
un cubreobjetos se colocé sobre el gel para su observacion en el microscopio.
6.4. PRUEBA DEL COMETA EN LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO

Obtencion de los linfocitos. Frecuentemente se ha utilizado la prueba del
cometa en sangre total, cuando se trabaja en linfocitos (Poli et al, 1999;
Udumudi et al., 1998). En nuestro caso, para la obtencion de los linfocitos, se
coloc6 1 ml de una muestra de sangre humana en tubos capilares,
posteriormente fue centrifugada a 5000 rpm por 10 min. Con este procedimiento
los eritrocitos, linfocitos y el plasma fueron separados, posteriormente se
tomaron cuidadosamente las células de nuestro interés con una pipeta paster. La
muestra fue colocada en una solucién amortiguadora de fosfatos (Na;PO4 4 mM,
NayH,PO4 8 mM, NaCl 160 mM, pH 7) conservandose asi hasta el momento de
la electroforesis.

Preparacion de la muestra. La suspension celular obtenida se uso en la prueba
del cometa como describieron Alvarez et al. (2001b). Los portaobjetos fueron
primero cubiertos con agarosa tipo “Normal Melting Point” (gelificacién a
temperatura normal) (NMP) al 1 % (50 mg. de agarosa/5 ml. H20) se permitié
que solidificara y luego fue retirada para tener una superficie completamente
limpia. Después de esto, 300 pul de agarosa NMP al 0.6 % (30mg. de
agarosa/sml H,O) se colocaron en el portaobjetos. Enseguida, 100 pl de
agarosa de tipo Low Melting Point (gelificacion abaja temperatura) (LMP) al
0.5% (25 mg. de agarosa/5 ml H;O) fueron mezclados con 10 pi de la
suspension celular y la mezcla se colocé sobre la primera capa, en el centro del

portaobjeto. Finalmente una tercera capa de 100 pl de agarosa LMP al 0.5 %
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{25 mg. de agarosa/5 ml H20) fue anadida para cubrir la segunda capa. Se
preparo un duplicado de portaocbjetos con agarosa y linfocitos para cada
concentracién del herbicida.

Los portaobjetos preparados fueron sumergidos en cada una de las
concentraciones del glifosato por 3 horas (exposicion al herbicida in vitro), al
término de este tiempo, fueron lavadas con agua destilada. Posteriormente las
muestras se colocaron en una solucién de lisis { NaCl 2.5 mM, Na EDTA 10 mM,
Tris-HCl 10 mM, lauril sarcosinato 1%, Tritén X-100 1% y DMSO 10%, pH 10)
por 1 hora a 4°C. Después de la lisis, se colocaron en un sistema de
electroforesis horizontal con amortiguador de pH alcalino (NaOH 30 mM,
Na;EDTA 1mM, pH 13) por 45 minutos a 4°C. La electroforesis se llevé a cabo
por 10 min. a 200 mA y 9 voltios; una vez terminada, los portaobjetos fueron
sumergidos en amortiguador neutro (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) por 15 min. y
posteriormente lavadas con agua destilada, para proceder a tedir con 0.5 ml de
bromuro de etidio (20 ul/ 1 ml de Hz0) por 5 minutos. Finalmente, se procedié a
lavar, los portaobjetos, 2 veces con agua destilada y un cubreobjetos se colocé

sobre el gel para su observacion en el microscopio.
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7. DISCUSION Y RESULTADOS
Los bioensayos o sistemas de prueba son excelentes herramientas utilizadas
en la toxicologia ambiental y carcinogénesis (Ames, 1983; Li and Loretz, 1991).
Con estos tipos de ensayos, se han realizado diversos estudios en donde se
reporta dano ecoldégico y alteraciones en la salud humana originada por
pesticidas (Ahmed and Grant, 1992; Gémez et al,, 1992; Dolara et al., 1994;
Clements et al., 1997).

La prueba de mutacion rosa en Tradescantia es un excelente bioensayo,
ya que es econdmica y sencilla, a demas produce resultados entre los once y
catorce dias (Underbrink et al., 1972). Otro sistema eficaz en la deteccion de
dafo génico o actividad mutagénica de agentes quimicos vy fisicos, es la prueba
del cometa (Narendra et al., 1988). Esta prueba del cometa ha sido utilizada
principalmente en animales, sin embargo, los reportes en plantas han
aumentado considerablemente (Koppen y Vershaeve, 1996; Koppen et al.,
1999; Poli et al., 1999; Alvarez et al., 2001a; Alvarez et al., 2001b). Aunque lo
importante en las pruebas de genotoxicidad es determinar si un agente es o no
genotdéxico, siempre es deseable medir {a relacién lineal dosis-respuesta.
Debido a que esta condicién no se cumple con la PCA se sugiere que el area o
momento de cola se utilicen para una mejor edicidén en la determinacion de la
genotoxicidad (Mckelvey et al., 1993).

En el presente trabajo se utilizaron: a) la prueba de mutacion rosa en
Tradescantia (clon 4430), b) la prueba del cometa en nicleos de pelos
estaminales de Tradescantia in vivo e in vitro y c) la prueba del cometa en
linfocitos humanos. Las diluciones de dlifosato 1/ 10,0000, 1/100,000,
1/1000,000 y 1/10, 000,000 se emplearon con el fin de evaluar el posible dafio

genético inducido por la exposicién al mismo.

7.1. PRUEBA DE MUTACION ROSA EN Tradescantia

Los datos obtenidos, de la actividad mutagénica inducida por varias diluciones
de glifosato se muestran en la cuadro 3. Como se observa, las frecuencias
promedio de mutacion rosa presentan una considerable desviacion estandar y
el andlisis de varianza no mostré diferencia estadisticamente significativa.

Aunque esta prueba es altamente eficiente para evaluar genotoxicidad
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(Underbrink et al. 1973; Shairer et al. 1982; Ahmed y Grant, 1992; Grant y
Salamote, 1994; Ma et al. 1994; Sandhu et al. 1994 y Alvarez, 1998) es
evidente que en este caso resulté inadecuada, debido a que el glifosato induce
aclaracion de los pelos estaminales y hace dificil distinguir entre células rosas y
azules, criterio fundamental para determinar la actividad . mutagénica. También
se presento muerte de gran numero de las plantas tratadas con las
concentraciones mas altas del glifosato (1/10,000, 1/100,000, 1/1000,000). Por
todo lo anterior, los resultados obtenidos en la prueba de mutacién rosa no son
confiables, excepto en la concentracion menor (1/10, 000,000) donde no se
presentaron los problemas ya mencionados. La grafica nos muestra una
comparacion entre las frecuencias de mutacion resultante y sus respectivas

desviaciones estandar (Figura 8).
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Diluciones de glifosato en agua

Testigo
negativo
(solucién de  1/10,000 1/100,000 1/1,000,000 1/10,000,000
Dia de lectura  Hougland's)
a a a a a
7 1.968 21.148 1.697 1.517 2.617
8 2.02 243.498 1.756 1.12 1.804
9 2412 3.508 1.816 1.832 29.842
10 3.467 3.236 2.275 2.544 119.358
1 2.607 3.175 3.256 3.71 16.282
12 3.219 3.145 4.237 16.76 150.49
13 6.25 3.115 3.921 29.81 4.587
14 2.403 4.405 17.347 212.034
15 13.274 4.884
b b b b b
Media 3.1347 35.4035 4.0707 8.836 67.1272
Desviacién 1.485 84.320 3.620 10.117 81.933

estandar

a. Frecuencia media diaria de mutacién rosa por cada mil pelos estaminales.

b. Frecuencia promedio de los dias 7-15. P > 0.05

Cuadro 3. Datos obtenidos de la frecuencia de mutacién rosa inducida en

Tradescantia, expuesta a diferentes diluciones de glifosato.
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7.2. PRUEBA DEL COMETA EN NUCLEOS ESTAMINALES DE Tradescantia IN
VIVO E INVITRO
En los cuadros 4a y 4b se presentan los datos resultantes de la prueba del
cometa en plantas y nicleos de Tradescantia expuestos a diluciones de
glifosato. La longitud de la cola se utilizé como parametro principal.

El estudio se dividié en dos partes: a) plantas expuestas a glifosato in vivo
y b) nucleos aislados de planta sanas que fueron expuestos a glifosato in vitro.
La comparacién con ANOVA de las 9 columnas de los dos grupos, mostré una
diferencia extremadamente significativa (p < 0.0001) y pone de manifiesto que ia
prueba del cometa en los pelos estaminales de Tradescantia es muy sensible.
Como se observa, existen también diferencias (T de Dunnett) entre los
promedios de migracion de las distintas dosis y vias de exposicion. Se observé
un incremento significativo (p < 0.01) con respecto a la dosis en ambos grupos
(in vivo e in vitro). También se evidencié mayor migracion de acuerdo a la forma
de exposicién, siendo mayor el daio en la prueba in vitro, debido, probablemente
al contacto directo del glifosato con el ADN de los nucleos. En las graficas
podemos observar una comparacion entre las migraciones de ADN obtenidas en
cada tratamiento {Figura 9a y 9b).

Los resultados de nuestra investigacion en la prueba cometa aplicada a
los pelos estaminales de Tradescantia in vivo e in vitro, nos muestran que
pueden ser una buena alternativa en la deteccion de dano genético producido

por el glifosato y otras sustancias quimicas.
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(a) Nicleos de plantas expuestas (in vivo)

(b) Nucleos expuestos (in vitro)

Testigo 1/10 000 1/100 000 /1000 000 1/10 000 000 1710 000 1/100 000 1/1 000 000 1/10 600 000
N- L N - L N-L N-L N-L N-L N - L N -1 N-L
1 -30 3 -40 2 - 50 6 - 30 4 - 40 1 - 140 1 - 100 1 - 160 1 - 130
2 -375 11-50 { -70 8 - 50 5 -50 2- 150 2190 t-170 2-100
3 -30 4 - 60 1 - 80 3 - 60 1 -70 1 - 160 4 - 300 2 - 190 2 - 140
10 - 50 1 -70 7 - 100 2 -7 5 - 80 4-170 2- 220 4 - 200 2 - 150
9 -62 2-75 6 - 120 5 - 100 3 -90 | - 180 3-230 1 - 210 2 - 160
3 -5 1 -8 2 - 150 1 -120 12- 100 2-19 2 - 250 2-22 2 - 190
1 - 88 2 - 200 11- 150 2 - 200 1 - 260 2 -250 3 - 200
15 - 100 1 -220 2 - 200 1-210 1 - 290 2-220
2-110 {-220 3 - 300
2-112 1 - 230 1 - 310
3-120 1 - 240
2 - 150 4 - 250
2 - 200 1 - 290
1-300 t - 280
1 - 300
1-320
b - 350
N° 28 50 22 27 43 26 20 13 16
X 53.60 92.04 117.72 62.96 102.32 222.30 2335 204.61 165.62
+ + + + + + + +
SD 1213 47.57 4428 23.82 42091 59.95 5132 26.33 3863
D p<001 p<0.01 p<0.01 p >0.05 p<0.0t p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01

N° Total del nimero de nicleos estudiados

X Media

SD Desviacion estandar

TD Test De Dunnett
p < 0.0001

ANOVA

Cuadro 4a y 4b: Nimero de nucleos (N) y su respectiva longitud de migracién

del ADN (en micras) (L). Ambos pardmetros se obtuvieron a partir de: (a)

plantas de Tradescantia sanas expuestas a glifosato (prueba in vivo) y (b)

nucleos de plantas de Tradescantia sanas expuestos (prueba in vitro). Las

diluciones corresponden a partes de glifosato comercial en agua.
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7.3. PRUEBA DEL COMETA EN LINFOCITOS HUMANQOS IN VITRO

Se colectaron datos de la prueba del cometa en células de linfocitos tratados con
gdlifosato in vitro, nuevamente se utilizé a longitud de la cola de los cometas como
parametro principal (Cuadro 5).

La comparacion de las 5 columnas (ANOVA) de los dos grupos mostré
una diferencia extremadamente significativa (p < 0.0001) por lo tanto la prueba
del cometa en células de linfocitos demostré ser sensible. Se observaron
diferencias (T de Dunnett) entre los promedios de migracién de las distintas
dosis, ademas un incremento significativo (p < 0.01) con respecto a la dosis. En
la grafica podemos observar una comparacién entre los datos obtenidos (Figura
10).

Los resultados en esta investigacion sugieren que el uso de la prueba
cometa en linfocitos humanos expuestos al herbicida in vitro, puede ser (til para
detectar y evaluar la actividad mutagénica de sustancias quimicas peligrosas

para los seres humanos y otros seres vivos.
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t

-

1-373 |1 -375 [2- 375 1 - 20 5 - 35
3 - 40 1 - 40 2 - 40 1 - 275 1 - 40
1 - 425 |2 - 45 2 - 425 7 - 325 1 - 425
4 - 45 1 - 475 |6 - 45 1 - 35 1 - 475
2 - 475 |1 - 50 3 - 475 1 - 375 2 - 50
12 - 50 1 - 55 4 - 50 2 - 40 1 - 525
1 - 525 |1-625 |1 - 525 T - 425 4 - 55
4 - 55 3 - 70 3 - 55 3 - 45 3 - 575
7 - 575 |2 - 725 |1 - 575 7 - 475 4 - 60
T - 60 2 - 75 2 - 60 2 - 50 6 - 625
9 - 625 |1 -77.5 |2 - 625 1 - 575 2 - 65
2 - 75 1 - 80 T - 65 2 - 60 6 - 675
1 - 825 |6 - 825 |3 - 615 2 - 625 3 - 70
2 - 85 3 - 70 2 - 65 2 - 725
7 - 875 |3 - 725 2 - 6753 2 - 75
7 - 9% 2 - 75 3 - 70 1-95
2 - 95 T - 775 2 - 725
2 - 955 |2 - 825 T - 75
2 - 100 |1 - 875 2 - 825
2 - 105 1 - 80
1 - 120 1 - 85
3 - 875
1 - 90
N° 43 43 14 44 a3
X 5469 7897 57.67 56.59 59.09
+ + + + +
SD  10.89 1831 13.58 19.52 1279

N = Numero de niicleos

L = longitud de migracién del ADN en micras
N° = Total del nimero de nicleos estudiados

ANOVA = p < 0.0001

X = Media.

Cuadro 5. Datos obtenidos de linfocitos expuestos a glifosato in vitro, analizados

con Test De Dunnett.
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Como ya se menciono, la prueba del cometa se ha realizado principalmente en
células animales, sin embargo, han aumentado los reportes de la prueba en
plantas. Recientemente Alvarez et al. (2001b) desarroll6 la prueba del cometa en
células de partes florales de Tradescantia, este es un modelo que simplifica
considerablemente su estudio.

En este trabajo se decidio realizar la prueba cometa en linfocitos humanos
y comparar los resultados obtenidos con los de la prueba cometa en plantas de
Tradescantia.

La PCA es una valiosa y sensible herramienta que detecta dano genético
en células individuales (Singh et al. 1988). En este sistema se asume que una
mayor migracién del ADN con respecto a los testigos se debe a anormalidades
del material genético.

Los resultados del presente trabajo muestran que la prueba del cometa en
los ntcleos de las células estaminales de Tradescantia es un buen sistema para
detectar dano genético inducido. Los datos obtenidos en la prueba del cometa
con sus tres variantes, sugieren que el glifosato comercial actda como un
mutageno directo y coinciden con los reportados por varios autores (Clements
et al. 1997, Peluso et al. 1998; Liy Long 1998; Kaya et al. 2000 y Alvarez et al.,
2001a). Es claro que la deteccién de la genotoxicidad del glifosato depende del
sistema de prueba empleado, lo cual puede explicar las discrepancias
reportadas respecto a la genotoxicidad del glifosato (Busse et al, 2001;
Owczarek et al., 1999; Williams et al., 2000; Rodriguez, (2004); Monsanto, 1998
y Du Pont, 2002).
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8. CONCLUSIONES

Aun que se ha reportado que la prueba de mutaciéon rosa en
Tradescantia es una excelente alternativa para evaluar la actividad
mutagénica de agentes quimicos, en €ste sistema no fue posible
determinar la actividad genotéxica del glifosato, porque el fenotipo
mutante (color rosa) desaparece por la aclaracion de los pelos
estaminales.

Con la prueba del cometa en los nicleos estaminales de Tradescantia
y en los linfocitos humanos, si se detecté dafio genético. Por lo tanto,
el glifosato posee actividad genotéxica.

De acuerdo con lo resultado de nuestros experimentos, podemos decir
que, la deteccion de la genotoxicidad del glifosato esta sujeta al
sistema de evaluacién empleado.

La utlizacién de dos o mas prueba diferentes para detectar
genotoxicidad ofrece un alto grado de certeza para determinar la
naturaleza mutagénica de un agente especifico, sea quimico o fisico,

encontrado en alimentos, en el ambiente, hogar, lugar de trabajo etc.
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