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RESUMEN

El empleo de plaguicidas ha ido aumentando al paso del tiempo. A pesar de los beneficios
aportados por los agroquimicos tanto en la agricultura como en el ambito doméstico,
muchos de ellos pueden representar peligros potenciales para la salud y el ambiente.
En la actualidad es manifiesto el interés creciente en la determinacién de biomarca-
dores que permitan la medicion y estimacion de una exposicion activa y/o pasiva a
contaminantes ambientales con capacidad toxica, como los plaguicidas. Este estudio
analiza el dafio al ADN que causa el herbicida comercial Marvel® a través del ensayo
de micronucleos (MN), en células meristematicas de la raiz de Vicia faba. Raices de
entre 2-3 cm fueron expuestas durante 4 horas, con 18 y 44 horas de recuperacion a
diferentes concentraciones de Marvel®, equivalentes a las siguientes combinaciones
de atrazina/dicamba: 62.5/31.25; 125/62.5; 250/125; 1000/400; 2000/1000; 3000/1500
y 4000/2000 mg de ingrediente activo/L de agua destilada (mg [.A./L). Las células
fueron expuestas a agua destilada, como testigo negativo y a dicromato de potasio
0.05%, como testigo positivo, bajo las mismas condiciones experimentales. Con ex-
cepcion de la concentracion mas baja [62.5/31.25 mg [.A./L], todas las concentraciones
probadas presentaron un dafio significativo (p<0.05). Con respecto al testigo negativo,
el dafio fue mayor a las 18 horas de recuperacion, al paso de 44 horas, el dafio se vio
disminuido en todas las concentraciones probadas. El indice mitotico (IM) también se
modificod, mostrandose una menor division dependiente de la concentracion y tiempo de
recuperacion. Las concentraciones de 2000/1000; 3000/1500 y 4000/2000, mg I.A./L,
produjeron un dafio mayor que el encontrado en el testigo positivo. Los datos sugieren
que el herbicida comercial Marvel® produce dafio al ADN y es citotoxico en Vicia faba.
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ABSTRACT

The use of pesticides has been increasing over time. Despite the benefits provided
by agrochemicals in agriculture as well as in domestic uses, many of them may pose
potential health and environmental hazards. There is now increasing interest in the
determination of biomarkers that allow the measurement and estimation of an active
and / or passive exposure to environmental pollutants with toxic capacity, such as
pesticides. This study analyzes the DNA damage caused by Marvel® a commercial
herbicide through the micronucleus (MN) assay, in meristematic cells of the root of
Vicia faba. Roots between 2-3 cm were exposed for 4 hours with 18 and 44 hours of
recovery time at different concentrations of Marvel®, equivalent to the following
combinations of atrazine / dicamba: 62.5 / 31.25; 125 / 62.5; 250/125; 1000/500;
2000/1000; 3000/1500 and 4000/2000, mg of active ingredient / L of distilled water.
Cells were exposed to distilled water as a negative control and potassium dichromate
(0.05%) as a positive control under the same experimental conditions. With the excep-
tion of the lowest concentration [62.5 / 31.25 mg of active ingredient / L of distilled
water], all concentrations tested showed significant damage (p < 0.05), with respect to
the negative control, the damage was greater at 18 hours of recovery, and at 44 hours
the damage was decreased at all concentrations tested. The mitotic index (MI) also was
affected showing a smaller division depending on concentration and recovery times.
The concentrations of 2000/1000; 3000/1500 and 4000/2000, mg of active ingredient
/ L of distilled water produced greater damage than that found in the positive control.
This leads to the conclusion that the commercial herbicide Marvel® causes DNA dam-

age and is cytotoxic in Vicia faba.

INTRODUCCION

Los plaguicidas se emplean comunmente en todas
las zonas agricolas del mundo, con el propdsito de
proteger los cultivos contra organismos nocivos que
merman la produccion (Rasgele et al. 2014). Sin em-
bargo, a pesar de los beneficios asociados con su uso,
muchos de éstos representan riesgos potenciales para
la salud publica y el ambiente debido a sus posibles
efectos citotoxicos / genotoxicos (Valencia-Quintana
et al. 2016a).

Muchos plaguicidas, tal como se comercializan
y utilizan, son formulaciones de dos componentes
principales, los ingredientes “activos” (I.A.) y los
ingredientes “inertes”. Estos ultimos pueden tener
actividad biologica propia, y pueden representar un
riesgo potencial para causar efectos toxicos en la
salud humana (Cox y Surgan 2006). En el estado de
Tlaxcala, dos de los herbicidas mas frecuentemente
utilizados son el dicamba [un herbicida auxinico, per-
teneciente a la familia de sales del acido benzoico] y
la atrazina [de la familia de triazinas], que solos o en
combinacion son empleados para controlar las malas
hierbas en cultivos de maiz (Reynoso et al. 2015).

El producto comercial Marvel® es un herbicida
post-emergente que combina la accion sistémicay de
contacto para el control de la maleza, en los cultivos
de maiz, sorgo, cafia de azuicar y pastizales. Marvel®

es una formulacién comercial a base de dicamba
[acido 3,6-dicloro-2- metoxi benzoico al 11.25%
(equivalente a 132 g de [.A./L)] y atrazina [6-cloro-
N-etil-N-isopropil- 1,3,5-triazina-2,4-diamina al
21.48% (equivalente a 252 g de [.LA./L)] (Cuadro I),
como [.A., e indicaun 67.27% de ingredientes inertes
(humectante, dispersante, espesante, antiespumante
y disolvente) (Cuadro II) (Agromich 2017).

La atrazina es un herbicida selectivo que se aplica
al suelo, se absorbe por las raices o las hojas de las
hierbas y se aplica antes o después de que germine
la maleza. Controla la aparicion de malezas en cul-
tivos, principalmente de maiz, sorgo, cafia de azticar
y trigo. En México, la importacion de productos
que contienen atrazina como [.A. ha aumentado de
189.35 ten 2003 a 287.8 t en 2012, provenientes de
Estados Unidos de América, China, India, Israel e
Italia (SIAVI 2012).

La exposicion a la atrazina puede darse en el am-
biente laboral, ya sea por via inhalatoria o dérmica.
Puede producir reacciones de irritacion, asi como
alteraciones en las funciones de algunos 6rganos,
problemas de reproduccion, alteracion en los niveles
hormonales (disruptor endocrino), asi como defectos
en el nacimiento en seres humanos (ATSDR, 2003,
Brender y Weyer 2016). En animales se ha encontra-
do que la atrazina ocasiona alteraciones neuronales,
en el desarrollo, dafio al higado, rifiéon y corazon, asi
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CUADRO I PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS PLAGUICIDAS EVALUADOS

Parametro Atrazina Dicamba
Estructura quimica a ¢ o
A, on
I
S
H H Cl

Formula quimica CgH14CINGs CsH6Cl203
Peso molecular (fw) 215.68 g/mol 221.04 g/mol
Puntos de fusion (mp) 173-177°C 114y 116°C
Presion de vapor (vp) 3.8x10° Pa 34%x10° Hg a 25°C

Solubilidad (SW)
Vida media (por biodegradacion)
Constante de la Ley de Henry (KH)

35 mg/L en agua a 25°C

10 dias (5 a 5824 dias)

3.04 x 10~ atm m’/mol
(Hansen et al. 2013)

6500 mg/L en agua a 25°C

(4 a 555 dias)
2 x 10" atm-cu m/mol
(Syngenta 2015)
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CUADRO II. FICHA TECNICA MARVEL®

Una maravilla contra el chayotillo
Herbicida agricola
Suspension concentrada

Composicion porcentual: Peso
(%)

Ingredientes activos:

Dicamba: Acido 3,6-dicloro-2- metoxi benzoico

NO MENOS dE...cveiieiiiiiieiieee e 11.25
(Equivalente a 132 g de .A./L)

Atrazina: 6-Cloro-N-etil-N-isopropil- 1,3,5-triazina-
2,4-diamina (Equivalente a 252 g de [.A./L)

Ingredientes inertes: Humectante, dispersante,
espesante, antiespumante y solvente

REGISTRO LOCAL:
RSCO-MEZC-1215-303-064-033.

REGISTRO EPA: 7969-136.

CARACTERISTICAS:

MARVEL® es un herbicida post-emergente para el control
de la maleza, en los cultivos de maiz, sorgo, caia de azucar
y pastizales.

MARVEL® es un producto que combina la accion
sistémica y de contacto controlando la maleza.

como cancer (Gammon et al. 2005, Hornstein 2007).
La atrazina se considera ligeramente toxica para la
vida acuatica (Graymore et al. 2001) y es un inductor
de hermafroditismo en ranas (Gammon et al. 2005).
Asimismo, la Agencia para la Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (USEPA) determino que
existe evidencia de carcinogenicidad del herbicida
en animales, mas no en seres humanos (USEPA,
2003). Estudios epidemioldgicos han investigado la

posibilidad de que la atrazina pueda tener efectos en
humanos, algunos afirman que la exposicion a ésta
resulta en un riesgo elevado de cancer de prostata,
sin embargo estos son cuestionables (Gammon et
al. 2005, Jowa y Howd 2011, Goodman et al. 2014).

Dicamba es un herbicida sistémico selectivo,
absorbido por las hojas y raices, actiia como un regu-
lador del crecimiento-auxina causando crecimiento
incontrolado. Se utiliza para el control de malezas de
hoja ancha anuales, perennes y especies arbustivas, en
cereales, maiz, sorgo, caia de azlcar, esparragos, pas-
tos, pastizales y tierras no cultivadas (Syngenta, 2015).

En humanos, dicamba presenta una toxicidad agu-
da baja, puede tener efectos irritantes o corrosivos en
piel y ojos, la USEPA lo ha identificado como capaz
de alterar el desarrollo. No es toxico para abejas, an-
fibios y crustaceos. Es ligeramente toxico para peces
y moderadamente toxico para el zooplancton. Su
toxicidad en aves y mamiferos es muy baja. Sin em-
bargo, existen algunas evidencias que muestran una
reduccion ligera en la supervivencia de los huevos de
gallina, asi como efectos neurologicos en ratas, perros
y gallinas. A pesar de ello, no se considera un riesgo
significativo para la vida silvestre (Mergel 2011a).

Compuestos agricolas han sido detectados en
recursos acuaticos, como el agua potable, rios y
aguas subterraneas. Uno de los mas frecuentemente
encontrados es la atrazina (Brender y Weyer 2016).
Su prevalencia en el agua potable, junto con el flujo
de informes a veces conflictivos sobre los efectos
ambientales y en la salud humana, ha generado una
gran controversia en torno a su seguridad (Mergel
2011b). Por su parte, dicamba puede presentar alta
movilidad en el suelo y puede facilmente contaminar
el agua (Mergel 2011a).
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Por ello es relevante detectar los posibles efectos
negativos en diferentes organismos.

Entre los dafios causados por los agentes quimicos
a las poblaciones ocupacional o no ocupacionalmente
expuestas, los efectos genotdxicos son de los mas
peligrosos, debido a que pueden causar diferentes
problemas de salud y también, afectar a generaciones
futuras. Esta preocupacion ha llevado al desarrollo
de distintos ensayos de genotoxicidad en diversos
organismos. Entre los méas de 200 bioensayos co-
nocidos en la literatura, las plantas superiores son
consideradas como excelentes indicadores de efec-
tos citogenéticos y mutagénicos de contaminantes
ambientales. Estos bioensayos son confiables y muy
sensibles para el monitoreo y la evaluacion de agentes
genotoxicos (Valencia-Quintana et al. 2013, 2016b).
Vicia faba ha sido considerada como un sistema de
prueba ideal para evaluar genotoxicidad y ha sido
incluida en el programa Gene-Tox (Ma 1999).

Hoy en dia los ensayos citogenéticos mas comun-
mente utilizados son las frecuencias de microntucleos
(MN) y de aberraciones cromosomicas (AC). Los
MN han sido considerados por muchos autores como
uno de los biomarcadores mas sencillos y efectivos
para analizar los efectos genotodxicos inducidos por
agentes quimicos (Valencia-Quintana et al. 2013).
La formacion de MN puede ser resultado de dafios
directos a los cromosomas o alteraciones al huso y
al aparato mitotico (Cavusoglu et al. 2012).

Diversos estudios han proporcionado pruebas de
que los plaguicidas poseen propiedades genotdxicas
en diferentes bioensayos. Sin embargo, la infor-
macion sobre los efectos genotoxicos de algunos
herbicidas sigue siendo limitada y controversial
(Reynoso et al. 2015). Por otra parte, la creciente
evidencia cientifica ha demostrado que la evaluacion
de formulaciones comerciales de plaguicidas ha sido
muy escasa. Por tal motivo y debido a la carencia de
informacion sobre los efectos genéticos de Marvel®,
y a suuso asiduo en la agricultura, en este estudio se
utilizo la prueba de MN en células meristematicas de
la raiz de Vicia faba con el propdsito de evaluar la
capacidad genotéxica de este herbicida.

METODOLOGIA

Para verificar el efecto genotoxico de Marvel®
sobre las células meristematicas de las raices de Vicia
faba (minor), se aplico la prueba de MN. Semillas
de Vicia faba fueron lavadas y embebidas durante 24
horas en agua del grifo, posteriormente se dejaron
germinar por 48-72 horas entre dos capas de algodon

humedecido. Una vez que transcurrié este tiempo
y las raices alcanzaron entre 2-3 cm, se expusieron
durante 4 horas a diferentes concentraciones de Mar-
vel®, equivalentes a las siguientes combinaciones
de atrazina/dicamba: 62.5/31.25; 125/62.5;250/125;
1000/400; 2000/1000; 3000/1500 y 4000/2000,
mg [LA./L.

Los tratamientos se realizaron a 20 °C en la
oscuridad. Una vez transcurridos, se cortaron dos
milimetros de las puntas de las raices de Vicia faba,
se tifieron con Feulgen y se hicieron permanentes
usando la técnica de hielo seco, deshidratadas con
dos cambios de butanol (Gémez-Arroyo y Villalobos-
Pietrini 1995, Valencia-Quintana et al. 2016a, b) y
montadas con Entellan®.

Los testigos negativo y positivo se manejaron
bajo las mismas condiciones experimentales, pero las
raices de Vicia faba se sumergieron en agua destilada
para el primer caso y para el segundo en dicromato de
potasio (0.05%), el cual ha demostrado su capacidad
para inducir dafio genético en este sistema de prueba.

Las laminillas fueron manejadas en ciego para
evitar prejuicios por parte del observador. El anélisis
estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante
la prueba de Xz' Ademas, con el proposito de medir
el grado de relacidon entre las diferentes concentra-
ciones de Marvel® y la frecuencia de MN, asi como
con el IM, se obtuvo el coeficiente de correlacion
de Pearson.

RESULTADOS

Las frecuencias de MN vy los efectos sobre el IM
inducidos en las células meristematicas de la raiz
de Vicia faba son presentados en las figuras 1y 2,
respectivamente.

Al exponer directamente las raices de Vicia
faba a las diferentes concentraciones del herbicida
Marvel®, se observa que este plaguicida es capaz
de incrementar la frecuencia de MN, tanto a las 18
como a las 44 horas de recuperacion (Figura 1).
La frecuencia de MN presenta un comportamiento
dosis-respuesta. Sin embargo, a las 44 horas de
recuperacion se observa que las frecuencias de MN
disminuyen de forma significativa al compararse
con las frecuencias obtenidas a las 18 horas de recu-
peracion, lo que puede representar la capacidad de
recuperacion de las células meristematicas de la raiz
de Vicia faba al dafio inducido.

Los efectos de Marvel® sobre el IM de las cé-
lulas meristematicas de la raiz de Vicia faba, son
presentados en la figura 2. En el grupo testigo el IM
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Fig. 1. Frecuencia de micronucleos (MN) inducidos por dife-
rentes concentraciones de ingrediente activo (ILA.) de
Marvel® después de 4 horas de tratamiento con 18 y 44
horas de recuperacion en células meristematicas de la
raiz de Vicia faba.

*Diferencia significativa p < 0.05 prueba de xz, con res-
pecto a su testigo negativo
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Fig. 2. Efectos sobre el indice mitético (IM) inducidos por
diferentes concentraciones de ingrediente activo (I.A.)
de Marvel® después de 4 horas de tratamiento con 18 y
44 horas de recuperacion en células meristematicas de
la raiz de Vicia faba.
* Diferencia significativa p < 0.05 prueba de xz, con
respecto a su testigo negativo

fue aproximadamente de un 60%. Al comparar los
grupos tratados y testigo se observa una disminucion
del IM con 18 horas de recuperacion. Los grupos
tratados presentan un comportamiento asintdtico ya
que tuvieron un valor casi uniforme a lo largo de las
diferentes concentraciones del herbicida probadas y
siendo estadisticamente similar al valor inducido por
el dicromato de potasio (0.05%) que fue utilizado
como testigo positivo. Por otra parte, a las 44 horas
de recuperacion se observa una incremento del IM en
las concentraciones mas bajas probadas de Marvel®
[atrazina/dicamba] (62.5/31.25 -250/125 mg [LA./L),
al compararse con los valores obtenidos con 18 horas
de recuperacion, aunque los valores siguen siendo

menores que el observado en el testigo negativo y va
disminuyendo conforme aumenta la concentracion
del herbicida a la cual fueron expuestas. A partir de
1000/500 mg I.A./L y hasta la concentracién mas
alta probada, los valores del IM presentan valores
similares a los encontrados a las 18 horas con las
mismas concentraciones y similares a los valores
encontrados con el testigo positivo.

DISCUSION

La demanda de mayores rendimientos de los
cultivos y la reduccion de las pérdidas posteriores
a las cosechas, alienta a los productores agricolas
a hacer uso extensivo de los plaguicidas (Zhang et
al. 2011). Sin embargo, éstos son uno de los conta-
minantes mas peligrosos para la salud humana y el
ambiente (Costa et al. 2006, Feffstrup et al. 2010,
Leeetal. 2012). Asi, la deteccidon y/o evaluacion de
su genotoxicidad son cruciales porque las personas
expuestas a estos productos pueden verse afectadas
negativamente en su estado de salud (Rasgele et
al. 2014).

La atrazina es uno de los herbicidas mas emplea-
dos a nivel mundial, esta restringido en los Estados
Unidos y ha sido prohibido en varios paises de la
Comunidad Europea. Sin embargo, en México su
uso no esta regulado y es de amplia aplicacion en
zonas de cultivo (Hansen et al. 2013). El nivel
de genotoxicidad provocado por la atrazina y sus
formulaciones comerciales ha sido controversial,
resultados positivos y negativos han sido encon-
trados en diferentes sistemas de prueba (Brusick
1994, Ribas et al. 1995, Kligerman et al. 2000,
Brand y Mueller 2002, Zeljezi¢ et al. 2006, Song
et al. 2009, Srivastava y Mishra 2009, Nwani et al.
2011, Campos-Pereira et al. 2012). En el caso de
dicamba y sus formulaciones, han sido reportados
como capaces de inducir dano genético (Filkowski
et al. 2003, Gonzalez et al. 2007, 2009, Cenkci et
al. 2010).

Diversos estudios sobre los efectos genotoxicos
y/o citotoxicos obtenidos con principios activos y con
formulaciones comerciales de diversos plaguicidas
indican que estas ultimas pueden contener xenobio-
ticos que pueden modificar la toxicidad intrinseca de
los I.A., de ahi la importancia de evaluar no sélo el
I.A. sino también los productos comerciales, que son
en ultima instancia los que representan la realidad
de exposicion en los trabajadores agricolas (Brand
y Mueller 2002, Zeljezi¢ et al. 2006, Gonzélez et al.
2007, 2009, Costa el al. 2009, Molinari et al. 2009,
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Padula et al. 2012, Nikoloff et al. 2013, 2014, Ya-
dav 2013, Pérez et al. 2014, Pérez-Iglesias et al.
2014, Ruiz de Arcaute et al. 2014, Rasgele et al.
2014, Ramos-Chavez et al. 2015, Cayir et al. 2016,
Valencia-Quintana et al. 2016a, b).

Las observaciones realizadas en este trabajo des-
pués del tratamiento de las células meristematicas de
Vicia faba con el herbicida Marvel® sugieren que
éste efectivamente causa dafo genético evidenciado
a través de la presencia de MN, asi como la dismi-
nucién de la division celular, disminuyendo el IM de
manera significativa (Figuras 1y 2).

El célculo del coeficiente de correlacion de
Pearson indica que existe correlacion positiva entre
la concentracién de Marvel® y la frecuencia de
MN. Los datos soportan esta hipdtesis tanto a las
18 (r=10.9435), como a las 44 horas de recuperacion
(r=0.9485). La prueba de Xz, demostr6 que a partir
de 125/62.5 mg 1.A./L, existe diferencia significa-
tiva en la frecuencia de MN en comparacion con el
testigo negativo.

Al comparar los efectos inducidos a las 18 y 44
horas de recuperacion, la prueba de x2, indica que,
con un 99% de confianza, existe diferencia signifi-
cativa entre ambos tiempos (p <0.0001). Esto es un
indicio de la capacidad de recuperacion de las células
meristematicas de la raiz de Vicia faba al dano indu-
cido, ya que éste presenta una disminucion a las 44
horas al compararse con el inducido con 18 horas de
recuperacion. Ademas se encontrd que la frecuencia
de MN sigue un comportamiento logaritmico con un
R2 mayor a 0.95

De igual manera, el coeficiente de correlacion de
Pearson indica una correlacion negativa entre la con-
centracion de Marvel® y el IM. Ademas, las efectos
inducidos por el tiempo de recuperacion se pueden
apreciar claramente a bajas concentraciones de Mar-
vel® ya que a 44 horas se observa una incremento
con respecto al inducido con 18 horas de recupera-
cion. Sin embargo, a partir de 1000/500 mg [.A./L,
los IM son muy similares en ambos tiempos de recu-
peracion, lo cual parece indicar que una concentra-
cion alta genera dafios de tal mesura que las células
no pueden recuperarse.

El efecto de altas concentraciones de Marvel® en
las células meristematicas de la raiz de Vicia faba es
mayor en el IM que en la frecuencia de MN ya que
el tiempo de recuperacion tiene efectos diferenciales
sobre ambos biomarcadores. Aunque la recuperacion
del dafio genético es manifiesta a las 44 horas, en el
caso del IM solo es hasta la concentracion de 250/125
mg [.A./L, mientras que para la frecuencia de MN
se observa en todas las concentraciones probadas.

Ademas, la correlacion entre concentracion de
Marvel® y la frecuencia de MN sigue un comporta-
miento logaritmico, lo que implica que el mayor dafio
se induce con concentraciones de Marvel® bajas.
Al aumentar la concentracion el dafio se incrementa
pero no en igual magnitud. No obstante, las pruebas
realizadas en este estudio indican que Marvel® causa
dafio genotoxico y citotdxico, pero hacen falta mas
estudios para comprender mejor el alcance del efecto
que este agente puede ocasionar.

Las concentraciones de I.A. utilizadas en el pre-
sente estudio, pueden considerarse ambientalmente
no relevantes, quiza solo observadas cuando ocurren
eventos especificos (v. gr. la aplicacion directa). Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que
los trabajadores agricolas pudieran estar expuestos
accidentalmente a estas concentraciones elevadas
(Valencia-Quintana et al. 2016a, b). Para el maiz, la
concentracion de Marvel® recomendada por el fabri-
cante es hasta de 1850 mg/L de agua (Cuadro III).
Las concentraciones usadas en el presente estudio
estuvieron alrededor del valor recomendado, pro-
bando cuatro concentraciones por debajo y tres por
arriba. Algunos agricultores reportan que utilizan
este producto a una concentraciéon aproximada de
375 mg/L. Sin embargo, como puede observarse ni
la concentracion recomendada por el fabricante, ni
la reportada por los agricultores es segura, dado que
éstas son capaces de inducir dafios cito- y genotoxicos
de acuerdo con los resultados del presente estudio.

Son pocos los estudios que se han realizado para
evaluar el potencial genotoxico y/o citotoxico de
diferentes formulaciones comerciales de plaguicidas
mediante diversos sistemas de prueba (Koller et al.
2012, Valencia-Quintana et al. 2016a, b). Aneuploidia
y poliploidia han sido inducidas por atrazina en A/-
lium cepa 'y Vicia faba (Srivastava y Mishra, 2009),
al igual que fragmentos cromosémicos (Bolle et al.
2004), lo cual podria explicar la presencia de MN en
las células meristematicas de la raiz de Vicia faba en
este trabajo.

La formacion de MN puede ser resultado de dafios
directos a los cromosomas o alteraciones al huso y
al aparato mitdtico (Cavusoglu et al. 2012). Los MN
pueden originarse como resultado de la exclusion de
fragmentos acéntricos o de cromosomas con centro-
mero inactivo, fuera de la envoltura nuclear durante
el término de la mitosis. Las anafases y telofases
multipolares conducen a la formaciéon de células
multinucleadas en interfase y algunos cromosomas
“retardados” o con centrémero inactivado pueden
potencialmente agruparse y formar también MN.
Ademas, los MN también pueden originarse de la
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CUADRO III. MARVEL®, RECOMENDACIONES DE USO CULTIVOS, PLAGAS, DOSIS

Cultivo Nombre comin Nombre cientifico Dosis (L/ha)
Maiz Chayotillo Sicyos angulata 2.0a3.0
Quelite Amaranthus sp Aplique en post-emergencia a la maleza cuando ésta
Aceitilla Bidens frondosa tenga entre 5y 15 cm de altura.
Mostaza Brassica campestris Respecto al cultivo la aplicacion en post-emergencia
Quelite cenizo Chenopodium album se puede realizar en forma total desde que el maiz
Cardo blanco Cirsium sp nace hasta que tenga 30 cm de altura, si es mayor
Girasol silvestre Helianthus annuus realice aplicaciones dirigidas hasta 10 dias antes del
Rosilla chica Gallinsoga hispida espigamiento.
Sorgo Chayotillo Sicyos sp
Quelite Amaranthus sp
Aceitilla Bidens frondosa . 1.5 a 2.0 ,
Mostaza Brassica campestris Aplique en post-emergencia a la maleza, cuando ésta
p
. . . tenga una altura entre 5 y 10 cm.
Quelite cenizo Chenopodium album . o N
Cardo blanco Cirsium s Parg el control de chayotll.lo utlhcg la dosis maxima.
. . . P Aplique en post-emergencia al cultivo en forma total.
Girasol silvestre Helianthus annuus Piq P &
Rosilla chica Gallinsoga hispida
Cafia de Andan o giganton Tithonia tubaeformis
azucar Girasol Helianthus annuus
Flor amarilla Melampodium perfoliatum 1.0
Quelite Amaranthus sp Aplique en post-emergencia a la maleza cuando ésta
Campanilla Ipomoea purpurea tenga entre 5 y 15 cm de altura.
Quelite cenizo Chenopodium
album
Chayotillo Sicyos angulata 2.0
Hacer las aplicaciones cuando la maleza tenga de 10 a
15 cm y antes de que la cafa cierre el surco.
Pastizales Hierba Martin Hiptys sp
(Maleza Abrojo Achyrantes indica
anual) Amargosa Parthenium hysterophorus
Bledo Amaranthus sp
Que.hte cenizo Chenop odium album 1.0 a 1.5 en 200 L de agua. Asperje la maleza a punto
Cadillo Xanthium sp d
. . € goteo.
Mostaza Brassica campestris
Ortiga Urtica dioica
Salvia Loeselia ciliata
(Maleza Verdolaga Portulaca oleracea
perenne)
Pastizales Cardo Cirsium sp
(Maleza Gloria de la mafiana Ipomoea dissecta 1.522.0
perene) Diente de ledn Taraxacum officinale en 200 L de agua.

Golondrina
Lengua de vaca

Euphorbia sp
Rumex crispus

Asperje la maleza a punto de goteo.

eliminacion de ADN excedente del nucleo principal
en un intento por restaurar las condiciones normales
de ploidia (Valencia-Quintana et al. 2013). En este
estudio se tuvo la presencia de MN; por el tamafno
que presentan se puede pensar que la mayoria de ellos
fueron originados por fragmentos de cromosomas.
Diversos estudios han presentado que los radicales
libres pueden causar inestabilidad genoémica al pro-
vocar desordenes en el citoesqueleto, desbalance en

el metabolismo energético y dafio al ADN que puede
llevar a la induccion de alteraciones cromosdmicas.
Los efectos encontrados en la presente investigacion
pueden ser atribuidos al estrés oxidante inducido por
Marvel®. Como soporte de esta hipotesis esta el he-
cho de que algunos plaguicidas tienen la capacidad de
alterar el potencial redox en células vegetales (Jainy
Bhalla-Sarin 2001, Miteva et al. 2005, 2010, Siddiqui
et al. 2012), o de inhibir enzimas que participan en
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la defensa contra especies nocivas de oxigeno, como
la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation
transferasa (Rannug y Rannug 1984).

Tanto la reduccion como el incremento en el IM
son indicadores importantes en el monitoreo de la
contaminacion ambiental, especialmente para la
evaluacion de contaminantes que presentan potencial
toxico y citotoxico. Asi, diversos estudios han usado
la evaluacion del IM para detectar citotoxicidad y la
mayoria ha presentado resultados positivos (Smaka-
Kinel et al. 1996; Bolle et al. 2004, Fernandes et al.
2007, Tiirkoglu, 2007). La induccidon de anormali-
dades mitdticas en las células meristematicas de las
raices de las plantas puede causar un decremento del
IM (Kovalchuk et al. 1998; Bushra et al. 2002). Es
por ello que en el presente trabajo se tomo en cuenta
este parametro, ya que como se ha citado antes, es un
indicador recomendable, deduciendo que Marvel®
no solo es un agente genotdxico sino también tiene
un efecto téxico que interfiere con la progresion del
ciclo celular.

Estudios citogenéticos han evidenciado que la
mayoria de los plaguicidas afectan la division celular,
este efecto ha sido reportado para la atrazina en A/-
lium cepa (Bolle et al. 2004) y Vicia faba (Srivastava
y Mishra, 2009), asi mismo, en este trabajo, una vez
mas se evidencia su capacidad de dafio por la expo-
sicion de Vicia faba a la férmula comercial Marvel®.

El efecto sobre el proceso de mitosis podria
deberse a su accion inhibidora sobre la sintesis de
ADN, ARN y proteinas y / o fibras del huso. Ademas,
se sabe que algunos plaguicidas tienen la capacidad
de bloquear la progresion en el ciclo celular en fase
G2-M inhibiendo la activacion de CDK1 / ciclina
(Granby y Vahl 2001, Marc et al. 2002, 2004a, b,
Ismail et al. 2009, Siddiqui et al. 2012).

Estudios recientes demostraron que dicamba se
debe considerar como un agente que dafia el ADN.
La induccién de ICH vy la alteracion tanto en la pro-
gresion del ciclo celular y los IM se ha encontrado
en linfocitos humanos in vitro y células de ovario
de hamster Chino (CHO-K1) (Gonzalez et al. 2006;
2007). Ademas, se informo que el herbicida induce
roturas de hebra de ADN reveladas por el ensayo
cometa (Gonzalez et al. 2007), asi como MN en
c¢lulas de CHO-K1 (Gonzalez et al. 2011). Por
ultimo, también se reportaron resultados positivos
en la aplicacién del ensayo de MN en Tradescantia
(Mohammed y Ma 1999).

Por lo antes citado se demuestra que tanto la
atrazina como dicamba inducen dafio al ADN de
forma independiente. En el presente estudio la
combinacion de éstos en el producto comercial

Marvel® fue capaz de inducir dafio al ADN por la
presencia de MN y una disminucion en la division
celular dependiendo las concentraciones. Reynoso
et al. (2015), realizaron el primer experimento con
la formulacion comercial utilizada en este trabajo.
A través del ensayo cometa visualizan el dafio geno-
toxico después de haber sometido los nucleos de los
meristemos apicales de hojas de 119 variedades de
maiz dulce de México y Sudamérica con 1000-2000
y 2000-4000 ppm de dicamba-atrazina. El dafo
encontrado en ambas concentraciones probadas fue
significativo al compararse con el testigo negativo.
Sin embargo, al ser comparadas entre ellas no pre-
sentaron diferencias estadisticamente significativas,
sucediendo lo contrario en el presente estudio, ya
que en éste se presento una relacion dosis-respuesta
en todas las concentraciones probadas, aun siendo
concentraciones similares en ambos estudios. Lo
anterior puede representar una diferencia en la
sensibilidad de los biomarcadores y/o bioensayos
empleados. No obstante, en ambos estudios se de-
duce que la mezcla es genotdxica.

Por ultimo, los resultados presentados son consis-
tentes con la recomendacion de que la evaluacion de
los efectos genotoxicos del I.A. de un plaguicida no
es suficiente, sino que es indispensable evaluar los
diferentes productos comerciales disponibles en el
mercado. Los efectos perjudiciales del / los excipiente
(s) presentes en la formulacion comercial no deben
ser descartados ni subestimados. Los componentes
de las formulaciones de los plaguicidas usados como
polvos humectables consisten usualmente en el vehi-
culo, arcillas minerales, agentes tensioactivos y otros
ingredientes tales como estabilizadores y tintoreros.
La presencia de agentes tensioactivos podria aumen-
tar la actividad genotoxica del I.A., favoreciendo la
cantidad de metabolitos activos en objetivos celulares
criticos (Bernardes et al. 2015).

CONCLUSIONES

El presente estudio utilizé el ensayo de MN
para demostrar que una formulacion comercial de
dicamba-atrazina (Marvel®) puede ser genotoxica y
citotoxica para células meristematicas de la raiz de
Vicia faba. Los resultados presentados indican que
éste producto comercial puede significativamente da-
nar el ADN de los organismos expuestos y provocar
dano citotoxico al interferir en su division celular,
bajo las condiciones experimentales empleadas. Lo
anterior sugiere la necesidad de tomar las medidas
necesarias al usar este producto en areas agricolas.
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Los sistemas vegetales pueden servir como ex-
celentes monitores para la deteccion de sustancias
quimicas ambientales que pueden plantear un riesgo
genético.

En conjunto, los hallazgos sugieren la importancia
de nuevos estudios sobre este tipo de plaguicidas con
el fin de lograr un conocimiento completo sobre su
genotoxicidad. Se necesitan estudios futuros in vivo
0 in vitro para elucidar su mecanismo de accion.
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