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Resumen

La hidrazida maleica (MH} es un compuesto utllizado ampliamente como inhibidor del
crecimiento vegetal y como herbicida. Utilizada a concentraciones finales de 104M v 10° M se
comporta como agente clastégeno y/o genotéxico incrementando los intercambios entre
crométidas hermanas en meristemos radiculares de Allium cepa. Cuando los meristemos
alcanzaron su cinética de equilibrio dinamico, fueron colocados en una solucién de
bromodeoxiuridina (BrdUrd) 10°* M, durante dos rondas completas y posterior tratamiento con
el herbicida al comienzo del periodo replicativo (S) del segundo ciclo; tratamientos posteriores
con cafeina, pusieron de manifiesto la acclén potenciadora de la auxina para producir
aberraciones cromosomicas. La técnica de bromosustituciéon det ADN ha hecho posible la
visualizacion de intercambios que ofrecen una metodologia importante para detectar el dano
gendmico producido por la MH. Los resultados obtenidos demuestran que: 1. existe una
sensibilidad de los meristemos de Allium cepa a la MH, siendo maxima al comienzo del periodo
S, 2. la efectividad de la MH para producir SCE esta relacionada con los procesos de replicacion
mas que con los de reparacién y 3. la produccion de aberraciones cromosoémicas es un proceso
S-dependiente.

Palabras clave: Allium cepa: bromodeoxiuridina; cafeina; hidrazida maleica.

Genotoxic activity of the maleic hydrazide (MH)
detected by sister chromatid exchanges (SCE)
and by another bio-assays in Allium cepa

Abstract

Maleic hydrazide (MH]) is a compound widely used as an herbicide and for inhibiting plant
growth. Used at final concentrations of 10* M and 10°® M it behaves as a clastogenic and/or
genotoxic agent increasing the sister chromatid exchanges (SCE) on radical meristems from
Allium cepa. When meristems reached kinetic of dynamic equilibriurn then were placed in a
solution of bromodeoxyuridine (BrdUrd) 107% M during two complete cycles and then were
treated with the herbicide at the initiation of the replicative period (S) of the second cycle; an
additional treatment with caffeine showed the dramatic effect of the auxine in producing

* Autor para la correspondencia.

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 6 N° 1, January-April 1998



8 Capacidad genotéxica de la hydrazida maleica (MH) en Allium cepa

chromosomic aberrations. The bromosubstitution technique for DNA has made possible the
visualization of SCE and offers an important method for detecting genomic damage produced
by the MH. The results obtained show that: 1. meristems of Allium cepa have a sensibility to MH
with a maximun response at the beginning of the S period, 2. the effectivity of the MH to produce
SCE is related more to the processes of replication than those of reparation and 3. the
production of chromosomic aberrations occurs as a result of a S-dependent process.

Key words: Allium cepa; bromodeoxyuridine; caffeine; maleic hydrazide.

Introduccion

Una exitosa division celular requiere
que ciertos procesos tengan lugar y se com-
pleten; la entrada a la mitosis, p. ej., esta
condicionada a la culminacion de la replica-
cion del ADN. Esto supone una serie de
eventos, unos continuos como el crecimien-
to en masa de la célula desde que nace hasta
que se divide y otros discontinuos como la
replicacién del genoma y su reparto equita-
tivo a las células hijas (1-3).

La hidrazida maleica (MH), definida
quimicamente como 1,2-dihidro-3,6-pira-
dozona, isdmero estructural del uracilo, es
un compuesto estable, poco soluble en agua
y capaz de reaccionar facilmente con com-
puestos basicos.

La produccion comercial de papas, ba-
tatas, cebollas, ajos y tabaco suele sufrir
pérdidas considerables de humedad duran-
te su almacenamiento, debido a razones fi-
siolégicas de respiraciéon y evaporacion cu-
yos efectos se ven incrementados por el rapi-
do crecimiento de brotes antes de que el vege-
tal llegue a manos del consumidor. La MH,
como regulador del crecimiento, es aplicada
semanas antes de las cosechas para prevenir
el desarrollo de los retonios (4-7).

De acuerdo a los diversos autores, la
MH actia como:

1. unaantiauxina interfiriendo con la sin-
tesis y actividad de las fitohormonas
(8):

2. un inhibidor de la sintesis de sistemas
enzimaticos: deshidrogenasas, fosfata-
sas, etc. (9);

3. un sulfidrilo que reacciona con grupos
tioles libres (10);

4. un competidor del uracilo, incorporan-
dose al ARN y bloqueando la sintesis
proteica (11); vy

5. un inhibidor de la division celular por
lesiones producidas en el genoma du-
rante el periodo replicativo (S) (12).

Aunque el mecanismo de accién de la
MH no esta muy claro si lo estan los efectos
que produce en la célula, entre los que se
destacan:

1. la inhibicién de sintesis de lipidos y
proteinas (13);

2. el incremento de compuestos n-nitro-
sos (14);

3. la induccién de SCE (15) y aberracio-
nes cromosomicas (16 y 17);

4. produccion de tumores en mamiferos
(18).

Debido a todos los efectos que produce
en vegetales, se la ha catalogado como geno-
toxica y/o clastogénica.

La produccion de aberraciones cromo-
s6micas (CA) por la MH mediante un meca-
nismo S-dependiente y su efecto mutageno
en muchas especies vegetales, fue original-
mente reportada por Darlington y McLeish
en 1951 (19); en Alliumn cepa este compuesto
aumenta efectivamente la frecuencia de
aberraciones cromosoémicas (20).

La introduccion de pesticidas y herbici-
das en el ambiente agricola, asi como el in-
cremento de polucion en el aire, suelos y
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agua ponen de manifiesto el peligro que es-
tos representan. Es importante evaluar si
estos quimicos pueden llegar a hacerse mu-
tagenos y cancerigenos a través del sistema
enzimatico vegetal; una forma de evaluar el
posible efecto de genotoxinas en €l medio es
a través de SCE, ya que se pueden determi-
nar los danos inducidos por factores am-
bientales en el ADN (21-23).

Desde que Taylor et al. (24) dectectaron
por vez primera la existencia de SCE en Vicia
Jfaba mediante autorradiografia, se mantie-
ne la duda sobre los mecanismos que los ori-
ginan: si son producto de los tratamientos
para ponerlos de manifiesto o si al menos al-
guna fraccién de ellos ocurre espontanea-
mente. Schwarzman et al. (25)utilizando
meristemos radicales de Allium cepa conclu-
yeron que la mayoria de ellos parecian ser
inducidos por la BrdUrd aunque tampoco
descartan la posibilidad de que una peque-
fna parte de ellos puede ocurrir espontanea-
mente. Del analisis de estos autores se con-
cluye que:

a. Los SCE se forman por rotura y reu-
nion de las 4 cadenas polinucleotidicas
de un cromosoma y

b. Estos intercambios no ocurren al azar
sino entre las cadenas polares, una de
cada cromatida.

Con el presente trabajo nos propone-
mos:

1. determinar, en nuestro material de es-
tudio, la accién clastogénica y/o geno-
téxica de la MH a distintas concentra-
ciones que nos permitan clasificar a
este compuesto como un agente quimi-
co capaz de inhibir la proliferacion ce-
lular y otros efectos ana-telofasicos;

2. determinar en qué momento del ciclo
de divisién celular es mas efectiva la
accion de la droga y a qué concentra-
cioén; y

3. valorar mediante la técnica de la fluo-
rescencia mas giemsa (FPG) el inter-

cambio entre cromatidas hermanas y
su relacion con el efecto de la MH.

Materiales y Métodos

Materiales

Se utilizaron meristemos radiculares
de Allium cepa crecidos en agua destilada, a
25°C = 0,5 y en oscuridad. El agua, aireada
constantemente por burbujeo a una rata de
20 mL/seg, fue removida cada 24 h. Los bul-
bos fueron colocados en recipientes de vi-
drio de 80 mL de capacidad de forma que
s6lo sus bases permanecian en contacto con
el agua (26).

Metodologia

Las condiciones de cultivo descritas
anteriormente, se mantuvieron durante los
diversos tratamientos con MH, BrdUrd, ca-
feina y colchicina y se iniciaron cuando las
raices alcanzaron su cinética de equilibrio
(20 mm de longitud, aprox.).

Tratamiento con hidrazida
maleica (MH):

La MH definida quimicamente como
1,2-dihidro-3,6-piridazona, puede existir en
3 formas tautomeéricas como compuesto he-
terociclico; se la utiliz6 a distintas concen-
traciones (5 -10* M, 10* M, 10°M, 10° My
10”"M) con el fin de conocer la concentracién
optima que no bloquease en mas del 50% el
indice mitético manteniéndolo en el tiempo
y que revirtiese a la normalidad a las 48 h,
aproximadamente. En estas condiciones y
después de 2 h de tratamiento, se separaron
lasraicesalashoras0,3,6,9, 12y 15dere-
cuperacion, cuantificandose los diversos ti-
pos de aberraciones cromosoémicas (CA). Los
controles fueron manejados de la misma for-
ma, pero sin tratamiento con la droga, Figu-
ra 1.

Para la cuantificacion de las aberracio-
nes cromosomicas (CA) e intercambios entre
cromatidas hermanas (SCE), los meriste-
mos recibieron un tratamiento de 1 h a las
concentraciones 10° My 10° M.
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Figural. Clastogenicidad de la hidrazida maleica (MH), expresada en porcentaje, a diferentes concen-
traciones y después de 1 h de tratamiento suministrado al comienzo del periodo replicativo

(S), seguido de 15 h de recuperacion.

Tratamiento con 5-bromo-
2’deoxiuridina (BrdUrd):

Con el fin de lograr la sustitucién en el
ADN de la timidina por BrdUrd durante 2
rondas de replicaciéon se trataron las raices
con este analogo a una concentracion de 10™
M. Para acumular los cromosomas en meta-
fase se dio un tratamiento con colchicina
0,05%, de 3 h de duracion y en condiciones
de hipoxia (15).

Tratamiento con cafeina:

La cafeina es una droga que, utilizada
en determinadas condiciones, actia como
inhibidora de los procesos de reparacién del
genoma durante los periodos G2 y profase
del ciclo proliferativo. Se utiliz6 a una con-
centracion de 3 mM y se suministré a los
meristemos durante 2 h, correspondientes a
la mitad del G2 y temprana mitosis (26).

Fluorescencia mas giemsa (FPG):

Después de fijadas, las raices fueron
tratadas con pectinasa 0,5%, diluida en
tampén citrato 0,001 My ajustada a pH 4,2,
durante 1 hy a 37°C; los preparados se hi-
cieron en portaobjetos gelatinados; removi-
dos los cubreobjetos por el método del hielo
seco, las preparaciones fueron hidratadas
en agua destilada durante 10 min y tefiidas
con Hoechst 32258 (1 mg del fluorocromo en
1 mL de etanol y 0,2 mL de esta solucién en
100 mL de solucién salina citrato, SSC 0,5X)
a temperatura ambiente y durante 20 min.
Después de un leve lavado en SSC 0,5X, se
colocaron nuevos cubreobjetos con una gota
de la solucion salina y fueron sellados con
esmalte de unas; posteriormente, las prepa-
raciones colocadas en una bandeja, fueron
irradiadas con luz UV de longitud de onda de
313 nm y durante 1 h; removidos los cu-
breobjetos, las preparaciones fueron incu-
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Figura 2. Intercambio entre cromatidas hermanas (SCE) en cromosomas de Allium cepa obtenidas des-
pués de la incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdUrd) durante 2 ciclos completos; se pue-
den observar “intercambios puntuales” (flechas).

badas en SSC 0,5X durante 1 ha 55°C, sien-
do tratadas a continuacion, con HCI 5N, a
20°C durante 15 min y lavadas con agua
destilada. Finalmente, las preparaciones
fueron teniidas con giemsa al 2% en tampén
fosfato 0,017 M, a pH 6,8 y durante 7 min a
temperatura ambiente (15, 25, 27).

Estudios citoldgicos

Recuento de aberraciones
cromosomicas:

Tomando en cuenta todas las células
meristematicas en anafase y telofase de
cada preparacion, se determiné el nimero
de cada una de ellas que mostraban puentes
cromosomicos, roturas y otras anormalida-
des, calculandose el porcentaje de ana-telo-
fases anormales.

Recuento de SCE:

Después que las células incorporaron
BrdUrd en su ADN durante 2 ciclos comple-
tos, fue posible detectar en los cromosomas
por la técnica de FPG, una tincion diferen-
cial en las cromatidas hermanas, quedando
visualizados los intercambios entre ellas, Fi-
gura 2. El recuento de intercambios se reali-
z6 con el microscopio en cromosomas de la
segunda mitosis. Dado que los cromosomas
de Allium cepa son muy similares en longi-
tud y forma, la frecuencia de intercambios
se realiz6 por cromosoma; por otro lado,
dadala dificultad en distinguir los intercam-
bios localizados cerca del centromero, no se
contabilizaron aquellos que ocurrian a este
nivel.

Tincioén de las preparaciones:

Para los estudios citologicos de los me-
ristemos tratados con la MH, las raices fue-
ron fijadas previamente en una mezcla de
etanol-acido acético (3:1) y coloreadas pos-
teriormente mediante la técnica de Feulgen
(15).

La tincion utilizada para la observaciéon
de los SCE fue la descrita anteriormente.

Resultados

Cinética celular en poblaciones
meristematicas sometidas a
tratamientos con MH

En estudios previos, Evans y Scott (28)
observaron que la MH, aunque no es un
agente alquilante acttia de una forma simi-
lar con respecto a la produccion de CA, es
decir, que las lesiones producidas en el ADN
no se manifiestan como tales hasta que no
hayan pasado por un periodo S.

Por la literatura (29-40) se conoce que
la MH ha sido utilizada en vegetales a con-
centraciones de 2 mM hasta 50 mM en trata-
mientos de 1 y 2 h. En este trabajo se decidié
valorar el efecto del herbicida a concentra-
ciones de 5-10° M, 10" M, 10°M, 10° M y
107 M durante 2 h y su incidencia sobre el
indice mit6tico (MI) en poblaciones meriste-
maticas en cinética de equilibrio dinamico.
Los resultados que se presentan en la Ta-
bla 1 indican que un tratamiento con la MH
de 5-10™* M produce una grave depresion del
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Tabla 1

Variacién del indice mitético (MI) durante el proceso de recuperacién después de un tratamiento
de 2 h con hidrazida maleica (MH) a diferentes concentraciones

5.104 M

104 M

Control

 _Horas 10° M 10 M 10’ M
3 0,9 +£ 0,02 1,9+0,6 8,4+2,2 11,83+4,6 13,6x6,1 13,0=x5,1
6 1,1+0,3 2,1 0,5 81=+x1,5 96+£32 119x24 12,5+39
9 1.2x0,6 2,1 £0,7 6,0x1,7 106 +2,9 11,2+4,1 12,9%4,5
12 1,4 = 0,08 3,3 1,0 9,0 3,1 12,8 &5, 7 10,6 £ .35 11,6 = 4,7
15 1,4+0,1 2,6 £0,9 9,524 12,5+ 3,2 12,7 + 4,6 12,0 + 2,8
X* 1,2+ 0,2 2.5% 0,7 8.2:% 2,2 11,4+39 11,8+4,1 12,4+4,2
X(ed)»* 9438 2 8844 = 7578 7987 8412 - 7607

*X = media aritmética. **X(c.l.) = promedio de células leidas.

M1, llegando a valores de 0,9% a la hora 3 de
recuperacion e incrementandose ligeramen-
te hasta 1,4% ala hora 15 después del trata-
miento con el herbicida. Estos resultados
contradicen en parte, a los obtenidos por
Gonzalez-Gil y Navarrete (15) quienes traba-
jando con la droga a una concentracion de
10* M, obtuvieron una depresion hasta la
mitad del valor control durante las horas 3y
6, recuperandose este hasta el doble del va-
lor control a las horas 9y 12, volviendo a la
normalidad en horas posteriores. En nues-
tro material de estudio y a medida que se fue
incrementando la concentracion de la MH
en los diversos tratamientos, los valores
porcentuales del Ml se fueron aproximando
a los de los controles.

Teniendo en cuenta que a pesar de que
las concentraciones de 10* My 10° M depri-
men el crecimiento, mas en el primer caso
que a 10° M, se adquieren sin embargo, nue-
vos equilibrios proliferativos que son esta-
bles a lo largo del tiempo; tasas inferiores de
concentracion no afectan practicamente al
M], mientras que a 5 -10* M lo bloquean.

Aberraciones cromosomicas (CA)
ana-telofasicas (A-Ta) producidas
por la MH

La toxicidad de productos clastogéni-
cos se hace evidente con la presencia de cro-

mosomas rotos o por la alteraciéon de para-
metros determinados por la cinética celular.
En la Figura 1 se muestra, de una manera
global, el porcentaje de A-Ta por horas y
para cada concentracién de la MH; las olas
que presenta el grafico no son atribuibles a
un efecto de bloqueo y posterior formacion
de picos de sincronia sino més bien al dife-
rente comportamiento celular en los distin-
tos meristemos de un mismo bulbo y frente
a un mismo tratamiento.

Evans y Scott (28) observaron que las
cé€lulas que se encontraban iniciando su pe-
riodo replicativo eran las que mayor propor-
cion de CA mostraban después de un trata-
miento corto con la MH, lo que coincide con
los resultados obtenidos en este trabajo en
el que a concentraciones de 10* M se obser-
varon CA durante las horas 3 y 6 de la recu-
peracion, sugiriendo que a pesar de tratarse
de una concentracion relativamente diluida,
se manifiesta el dano producido en el geno-
ma, sélo durante las primeras horas de la re-
cuperacion; estos resultados también estan
de acuerdo con los de Heindorff et al. (41)
quienes reportaron en Vicia faba que las cé-
lulas vegetales expuestas durante un corto
tiempo a bajas concentraciones de agentes
mutagénicos, presentan CA inmediatamen-
te después del tratamiento, desapareciendo
en horas posteriores, debido a que estas cé-
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lulas pueden activar su sistema de repara- tes, aumenta su capacidad clastogénica a
cién del ADN cuando el dano lo ha produci- pesar de que el MI va disminuyendo drasti-
do un agente alkilante, como es el caso de la camente.

MH, considerada como tal. A medida que las

i s
concentraciones de la droga son mas fuer- EnlaTabla 2 se especifica, también por

horas y para cada concentracion, el tipo de

Tabla 2
Tipo de aberraciones cromosémicas en anafase y telofase, frente a las normales, expresadas
por horas y por concentracion de la hidrazida maleica (MH)

(MH]! Horas A-Tn? ~___ Aberraciones cromosémicas
- - ~ rRc®  pPA* Mem® @ %=+SD
3 47 5 4 1 17,5 + 3,4
6 29 3 - - 9,421
5.107% 9 47 5 3 - 14,5 + 2,9
12 16 4 1 1 37,5+ 4,8
15 18 2 ) - 18,2 + 4,5
3 105 2 - - 1,9+ 1,1
6 40 3 2 1 1,3 +0,7
10% 9 86 1 - - 1,2+0,9
12 71 3 3 2 10,1 = 2,1
15 81 4 1 : 58 +0,7
3 160 2 - - 1,2 +0,6
6 133 1 2 - 2,2 +0,3
105 9 101 1 . - 0.9 + 0,08
12 175 4 1 1 3,3+0,6
o 15 202 0 - - S
3 227 3 - - 1,3 +0,2
6 171 1 1 1 1,7 £ 0,4
1076 9 138
12 378
15 288 , , o o -
3 331 - - - -
6 297 - - - -
107 9 268
12 271
15 307 - - - -

'[MH] = concentracién molar de la hidrazida maleica. !A-Tn =anafasesy telofases normales. °R.C. = roturas cromo-
sémicas. ‘P.A.: Puentes Anafasicos. ‘Mnc.: Micronticleos.
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Figura 3. Aberraciones cromosémicas: a. roturas cromosémicas (flechas finas) y cromosoma “rezaga-

do” (flecha gruesa); b. puentes anafésicos (flecha gruesa) y cromosoma “rezagado” (flecha
fina) y ¢. micronucleo (flecha).

25

20

% de aberraciones A-T

5.10-4 M 104 M 10-5 M 106 M 10-7 M
Concentraciéon de la MH

Figura4. Anafasesy telofasesaberrantes (A-Ta) paracada concentracién de MH, expresadas de una for-
ma global.

alteraciones cromosémicas y su porcentaje;

han visualizado roturas de cromosomas,
de los diferentes tipos que se pueden pre-

puentes anafasicos y un pequefio porcenta-
sentar (roturas, puentes cromosémicos, mi- je de micronucleos, Figura 3 a,b y cy Ta-

cronucleos, desplazamientos de cromoso- bla 2, por lo que la MH no parece ser un fuer-

mas, cromosomas pegajosos (styckiness), te clastégeno en Allium cepa. En la Figura 4
c-mitosis, endomitosis, etc.), solamente se

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 6 N° 1, January-April 1998



15

A. Del Campo y R. Coletto / Ciencia Vol. 6, N° 1 (1998) 7-21

se indican, de una manera global, estos
efectos.

Deteccion de A-Ta por cancelacion de
las rutas de reparaciéon por la cafeina

En la Figura 5 se describe el protocolo
para el bloqueo, por la cafeina 3 mM, de la
reparacion postreplicativa del dafo causado
por la MH en las células meristematicas de
Allium cepa. La Figura 6 representa los re-
sultados experimentales obtenidos de un
tratamiento con el herbicida durante 1 hya
una concentracion de 10 M, seguido de un

postratamiento con cafeina, de 2 h de dura-
cion y colchicina 0,05%; la MH se aplico al
comienzo del periodo S, mientras que la
xantina durante G2 y comienzo de la mito-
sis. También se obtuvieron con estos trata-
mientos, A-Ta del tipo roturas, puentes y
micronucleos, Figura 3 a,b y c. Como se ob-
serva en la Figura 6, la capacidad de la cafei-
na para incrementar severamente la fre-
cuencia de aberraciones inducidas por la
MH, aumenta a medida que disminuye la
concentracion del agente clastogénico lo que
puede expresarse mediante un “factor de

G, S

G, P

M-A-T

MH

cafeina colchic

Figura 5. Protocolo experimental para el bloqueo, por la cafeina 3 mM, de la reparacién postreplicativa
del dafio causado por la MH en las células meristemaéticas de Allium cepa.

‘s
1

0 21(h)

40
35
30
25

20

10 /

% Anafases - Telofases Aberrantes

Factor de Potenciacion (Fp) &

5104 M 104 M 10-5M "10-6 M “10-7 M

[MH] - controles

Figura 6. Aberraciones cromosomicas después de un tratamiento de 1 h de duracién con MH a diferen-
tes concentraciones, seguido de un tratamiento con cafeina3 mM y de2h de duracién y postra-
tamiento con colchicina 0,05%. Se expresa también el “factor de potenciacién” considerando a
la MH 10 M como el agente inductor.
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G, S G, | M

Brd Urd

§ Brd Urd colchic

« 24 h

» th <« 9h —» <« 3h >

Figura 7. Protocolo experimental para el andlisis de la efectividad de la MH para inducir intercambios

entre croméatidas hermanas.

potenciacion (Fp)”, definido como la relacion
entre el tratamiento combinado (MH + cafei-
na) y la suma de los efectos del inductor y e!
agente potenciador (26); a medida que au-
menta la concentracion de la MH disminuye
la capacidad de la cafeina para potenciar
mas A-Ta.

Valoracion del intercambio entre
cromiatidas hermanas (SCE)

La Figura 7 representa el protocolo
para el analisis de la efectividad de la MH
para inducir SCE, Figura 2. Como puede ob-
servarse en la Figura 7, a la hora 24 de ini-
ciado el tratamiento con la BrdUrd 10™* M, se
dieron postratamientos de 1 h de duracion
con el clastogeno coincidiendo con el co-
mienzo del periodo S del segundo ciclo mit6-
tico; las concentraciones utilizadas fueron
de 10°My 10° M.

Como se indica en la Figura 8, cuando
un cromosoma se replica en presencia de
BrdUrd, analogo de la timidina, durante 2
ciclos completos, las cromatidas hermanas
poseen cada una 1 cadena polinucleotidica
bromosustituida, permaneciendo la otra ca-
dena como nativa al final de la primera ron-
da de replicacién; después de la segunda re-
plicacién, también en presencia del analogo,
las cromatidas hermanas poseen un ntime-
ro diferente de cadenas bromosustituidas lo
que hace que adquieran propiedades dife-
rentes de tincién, después de los sucesivos
tratamientos por la técnica del FPG.

Crométidas b
parentales

1*" Interfase en BrdUrd

1** Mitosis E i

2" Interfase en BrdUrd

|
itosis :/, \\
O O

Figura 8. Diagrama de los patrones de marca-
cién con BrdUrd y tincién diferencial
de las crométidas hermanas a lo largo
de 2 ciclos celulares consecutivos,

considerando que la replicacién y se-
gregacion del ADN es semiconserva-
tiva. Lasbarras verticales representan
las cadenas polinucleotidicas des-
pués de la replicacion del ADN (las
continuas son no-sustituidas y las
punteadas bromosustituidas). Las ca-
denas polares facilitan SCE, no asi las
cadenas antiparalelas.
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Este intercambio que se realiza entre Estas 3 fases de la Técnica del FPG ac-

cadenas polares es consecuencia de 3 mo- than de una manera cooperativa.

mentos importantes durante la técnica del

FPG: Frecuencia de SCE

1. el fluorocromo Hoechst 33258, al in- Los 16 cromosomas que forman el ca-
corporarse lateralmente a la cadena de riotipo de Allium cepa son muy semejantes
ADN, capta la energia que irradia la luz entre si, excepto el par satelizado, lo que fa-
uv: cilita el analisis de la frecuencia de SCE por

cromosoma y por consiguiente, por célula.

2. lairradiacion UV es mucho mayor que Por otro lado, dada la dificultad para distin-
la emitida por el fluorocromo y cuya di- guir los intercambios localizados muy cerca
ferencia se utiliza para crear radicales del centrémero, se sigui6 el criterio de no
libres alli donde hay Br’ enla cadena de contabilizar los existentes a este nivel. Se
ADN. Segun Hutchinson (42) la energia analizaron 135 cromosomas de células tra-
emitida disocia el Atomo del Br de la tadas con la MH a una concentracién de 10°
molécula de bromouracilo para produ- M, 93 cromosomas tratados con el herbicida
cir un radical uracil que al tomar un [10° M] y 142 de los controles, determinan-
atomo de H" de la desoxirribosa mas dose el ajuste de las distribuciones de cro-
proxima forma uracilo, responsable de mosomas con diferente niimero de inter-
las roturas en una de las cadenas para cambios observados experimentalmente a
producir intercambios; y una distribucién de Poisson calculada teori-

3. laincubacién en SSC 0.5X facilita esa camente a partir de las medias experimenta-
separacién del Br. les de cada caso, mediante un test de X,

45

40

35

30

% Cromosomas
8

1,5

SCE/crom

25

X Ys Y, ~— Y1 =Crom Obs.
0 20 26 Y2 = Crom. Espera
1 43 34,78

2 21 23,6
3 16 10

Figura 9a. Distribucién de la frecuencia de cromosomas y niimero de SCE por cromosoma. La barra pun-
teada representa el valor medio y las continuas los valores observados; la curva representa los
porcentajes esperados, derivados de la distribucion de Poisson: A. controles.
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n=135
30 X2=25719

Sig. Level = 1,011 x 10
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Figura 9b. Después de un tratamiento con MH 10° M.
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SCE/crom
X Y, Y;
0 7 2x10”
2 6 16
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9 19 153
12 ] 1:3

Figura 9c. Después de un tratamiento con MH 10% M.
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La Figura 9 demuestra esta frecuencia
de intercambios por cromosoma y su rela-
cion a la distribucién de Poisson; de acuerdo
al test del X*? las frecuencias observadas
para la concentracién 10° M se aproximan a
las esperadas (9b), no asi en el caso de [10™
M] cuyos desajustes estarian de acuerdo
con un dano mas radical a las células meris-
tematicas en desarrollo (9¢); esta aproxima-
cion entre las frecuencias observadas y es-
peradas se hace mas evidente en el caso del
control (9a).

Discusion

Observaciones preliminares

Los meristemos radicales de Allium
cepa tienen una cinética de equilibrio dina-
mico caracterizada por un crecimiento
constante que determina el mantenimiento
de un numero siempre fijo de células para
cada fase del ciclo de divisiéon celular; por
otra parte, un MI constante representa una
cinética de equilibrio dinamico correspon-
diente a un desarrollo normal del meristemo
(15).

Se ha encontrado que unas concentra-
ciones de MH 10® M y 10° M, aunque depri-
men el crecimiento por un descenso del MI
adquiriendo nuevos equilibrios proliferati-
vos, estos permanecen constantes a lo largo
del tiempo, por lo que se han escogido estas
concentraciones para los estudios citologicos
correspondientes. Estos datos indicarian
que este herbicida, una vez que entra a la cé-
lula, permanece en forma activa produciendo
lesiones durante varios ciclos celulares.

La induccién de SCE y de CA, relativa-
mente pocas en numero y en diversidad, al
contrario de otros agentes clastogénicos, po-
dria explicarse por la presericia de radicales
producidos en Allium cepa durante el meta-
bolismo de la MH o deberse a que es fuerte-
mente dependiente del pH, siendo menos
efectiva a pH cercano a la neutralidad (43)
como fueron las condiciones de este trabajo.

La MH y la induccion de CA

Para tratar de explicar la presencia de
los distintos tipos de CA en células tratadas
con MH, se puede inferir que el ADN puede
cometer errores durante la replicacion lo
que puede originar, no s6lo roturas de cade-
na sencilla y formaciéon de puentes cromoso-
micos, sino también mutaciones; esto suce-
deria porque las polimerasas, que estan im-
plicadas en los procesos de reparaciéon del
genoma, tienen bloqueada su actividad por
el herbicida, siendo inductor eficaz también
de intercambios cuando el ADN contiene
BrdUrd y esta en proceso de replicacién {16).

Con relacién a la accién potenciadora
de CA por la cafeina, Figura 6, aquella es
mayor cuando las concentraciones de la MH
son menores porque al ser méas corta la du-
racion del G2, la célula cuenta con menos
tiempo para repararse (26), lo que sugiere
que la cafeina impide que las células dana-
das por la MH se reparen al acortarse el
tiempo necesario para su recuperacion an-
tes de entrar a mitosis.

Aberraciones detectadas por SCE

La irradiacién del ADN bromosustitui-
do inhibe selectivamente la transcripcion
del genoma pero no su replicacion (22); se
sabe que el BrdUrd, conocido mutageno,
origina errores en el apareamiento de las ba-
ses aumentando la cantidad de CAy de SCE
(28, 33, 43, 44); sin embargo, el ADN bromo-
sustituido no representa problema alguno
para el normal desarrollo del ciclo de divi-
sion celular, al menos mientras las células
estén resguardadas de la luz.

Se han observado SCE con un rango
que va desde pequenisimos puntos, “inter-
cambios puntuales”, que estan en el limite
de resolucién del microscopio de luz hasta
finisimas lineas que cruzan el espesor de las
cromatidas, Figura 2; la presencia de estos
intercambios puntuales apuntan a admitir
esta hipétesis: como en G2 ya se ha comple-
tado la replicacién del ADN quedando uni-
camente cortos segmentos sin replicar den-
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tro de algunos replicones, la MH, activa atin
dentro de la célula, provocaria estos fené-
menos.

Los resultados obtenidos en Allium
cepa indican que la MH a concentraciones
de 10* My 10° M provoca una mayor induc-
cion de SCE cuando las células son tratadas
con el herbicida al principio del periodo S, lo
que esta de acuerdo con los resultados de
Schvartzman y Gutiérrez (45) y Gonzalez-Gil
y Navarrete (15); sin embargo, a medida que
aumenta la concentracién de la MH la situa-
cién va cambiando, de forma que a una con-
centracion de 10” M las células afectadas
por el pesticida se encuentran en una situa-
cién no replicativa, lo que indica que la MH
actiia, a esta concentracion, interfiriendo en
el proceso normal de replicacién.

La induccién de SCE por la MH no es
un efecto aditivo al del BrdUrd sino que am-
bos agentes ejercen una accion sinérgica o
cooperativa y se requieren nuevos y profun-
dos estudios para llegar a comprender el sig-
nificado de los intercambios entre cromati-
das hermanas. Ahora bien, el hecho de que
se observen SCE en los controles pudiera
ser consecuencia de la rotura de las cadenas
polinucleotidicas bromosustituidas, segun
las hipotesis de Kato (46).
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