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RESUMEN

El Furadan, esta catalogado en la categoria | — altamente téxico. Es uno de los
carbamatos de uso sistémico mas utilizado para control de nematodos e insectos,
se puede encontrar en el mercado bajo otros nombres ocultando el verdadero
principio activo del carbofuran y/o sus metabolitos, poniéndolo al servicio de los
consumidores. En Colombia no se han reportado estudios acerca del Furadan y
sus efectos; sin embargo, los estudios en otros paises han comprobado que este
plaguicida es un inhibidor de la colinesterasa en los seres vivos y un gran
contaminante de aguas.

Para evaluar el plaguicida se implementé un modelo clasico experimental in vivo
para analizar el efecto toxico, citotoxico y genotdxico sobre meristemas radiculares
de cebolla (Allium cepa), trabajando bajo un tipo de estudio de bloques
aleatorizados, se colocaron a germinar los bulbos en siete tratamientos de Furadan
disuelto en agua de corriente, asi: [0.976 - 1.953 - 3.906 -7.812 -15.625 - 31.250 -
62.500 g/L] y un control negativo utilizando agua corriente (0.0 g/L) se evalué la
toxicidad midiendo la longitud de las raices encontrando que a mayor concentracion
menor crecimiento radicular; De acuerdo con el analisis de datos bajo el programa
SPSS, se encontraron las dosis que reducian el crecimiento en forma baja, media y
alta y se evaluo el efecto citotoxico con estas concentraciones de Furadan [1.953 -
11.00 — 31.25 g/L] y el control negativo [0.0], hallando que el plaguicida tiene efecto
citotoxico para las células de los meristemas radiculares de cebolla (Allium cepa),
expresada como un bloqueo premitético (disminucién del IM), a medida que
aumentaba la concentracion de la sustancia, la evaluacién de indice de fases
sugiri6 que el Furadan actuaba influyendo sobre todo el ciclo mitético y
deprimiéndolo completamente sin dejar células estancadas en alguna de las fases,
y por ultimo, se encontraron aberraciones cromosomicas (AC), (puentes
citoplasmaticos y cromatinicos, cromosomas resagados, entre otros) en los
meristemas sometidos a los tratamientos con el plaguicida encontrando sin duda el
efecto genotoxico de este pesticida.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna no se concibe actualmente sin el uso de los plaguicidas, sin
embargo, la gran mayoria de sus componentes quimicos tienen efectos colaterales
indeseables.  Actualmente, son muchas las personas expuestas a ellos y
generalmente no usan la adecuada protecciéon para el manejo de los diferentes
productos. Por esta razén, crece la necesidad de implementar técnicas que aporten
al conocimiento de la accion, acumulacion y posibles efectos nocivos en los
humanos, causados por los plaguicidas. En Colombia, no existen suficientes
estudios acerca de los dafos producidos por los plaguicidas que se venden sin
mayor restriccion para fumigar cultivos. El manejo lo realizan generalmente por
personas de escasos recursos que no tienen acceso a seguridad social y ni siquiera
a revisiones periédicas de su estado de salud, esta situacion podria ocasionar que
los posibles efectos nocivos de los plaguicidas pasen desapercibidos en la
poblacion expuesta y afecten generaciones futuras.

Los carbamatos son insecticidas ampliamente utilizados en la industria de la
agricultura (Mahgoub, A.A,2001; EI-Medany, A.H, 2001). En este estudio, se evaluo
el efecto toxico, citotoxico y genotoxico del insecticida Furadan en meristemas
radiculares de cebolla (Allium cepa), determinando la capacidad de este plaguicida
para interactuar y alterar el material genético de Allium cepa. Es probable que este
estudio in vivo pueda asociarse con el posible efecto en otros organismos e
inclusive extrapolar los resultados a humanos.

El Furadan es uno de los plaguicidas carbamatos mas ampliamente usados en el
mundo para el control de insectos y nematodos (lon, JY; et al, 2001). Segun su
toxicidad pertenece a la categoria |, se trata de un insecticida — nematicida N — metil
sistémico (Baligar, PN; Kaliwal BB, 2002). La presentacion de este producto puede
ser sélida (granulada o en polvo) y liquida; en la primera forma es absorbido por las
raices y, por su accion sistémica, controla las plagas del follaje; en la segunda
forma es sistémico de contacto e ingestion cuando es aplicado al follaje (Inquiport,
2000). EIl Furadan pertenece al grupo de los carbamatos, utilizado para el control
de invasién por insectos en diferentes cultivos y comunmente implementado en
plantaciones de papa, al norte del departamento del Cauca, en zonas como Totoré
y Paletard, sectores de amplia produccion agricola de este producto, en donde es
utilizada, ademas, una variedad de plaguicidas (IBID, 2000).

La prueba de aberraciones cromosémicas, biomarcador de efecto reconocido y

validado mundialmente, permite analizar las alteraciones en el ADN, inducidas por
exposicidn a diferentes mutagenos (Aitio, 1999). Esta técnica citogenética
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detecta quiebres y otros rearreglos, que permiten predecir el potencial riesgo a la
salud por exposicidon ocupacional o por estilo de vida (Au, 1991). La prueba de
aberraciones cromosémicas ha sido uno de los biomarcadores empleado
extensivamente en el monitoreo de poblaciones; ademas, se ha asociado al cancer
y otras alteraciones de la salud (IBID, 1996). La sensibilidad hace que esta prueba
sea significativa en el estudio de efectos a dosis bajas y posibilite datos mas
acertados. Las aberraciones cromosémicas seran utilizadas en este estudio para
evaluar el efecto que causa el insecticida — nematicida Furadan, en Allium sepa.

El sistema bioldgico escogido para el estudio resulta ser un material citogenético
apropiado y sensible para la deteccion de contaminantes medioambientales, y lo
han utilizado varios autores desde hace 25 afos en diversos estudios (Ma, TH; et
al, 1995), facilitando los andlisis por medio de diversos biomarcadores aplicables al
sistema.

13



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

El uso extensivo de los plaguicidas en el sector agrario ha sido un problema de gran
magnitud (Mahgoub, 2001), pues cada vez, nuevos y mas poderosos productos de
esta clase son manufacturados para satisfacer la necesidad de una amplia
economia agraria que tiene que cubrir el consumo de toda la poblacion (Nifio,
2000); el verdadero peligro y los efectos secundarios de su uso, son la mayoria de
veces pasados por alto con tal de contribuir a la economia de un pais. En Colombia
se introduce una gran cantidad de productos quimicos y plaguicidas sin que antes
sean sometidos a un control exhaustivo sobre sus efectos colaterales, llegando
facilmente a manos de los usuarios a través de las casas comerciales.

En el departamento del Cauca un amplio sector se dedica a la agricultura y el uso
de los plaguicidas se incrementa, como “proteccion” para los sembrados
(http://gobant.gov.co, 2004). Las personas que realizan las labores de fumigacion
rara vez, por no decir que nunca, se acondicionan adecuadamente para protegerse
de los quimicos, esta falta de proteccion, sumada al bajo nivel de escolaridad,
hacen que las personas no tomen las precauciones necesarias y suficientes al
hacer uso de los plaguicidas.

Se han realizado una gran cantidad de investigaciones in vivo e in situ sobre el
efecto de sustancias dafiinas como plaguicidas, insecticidas, funguicidas, entre
otros, en diferentes sistemas bioldgicos y en personas expuestas (Ralph y Petras
1998), revelando que estos productos no son tan inofensivos y que, en cambio, se
deben tomar todas las precauciones en su manejo.

El Furadan es uno de los insecticidas mas usados por los productores de papa del
Departamento del Cauca (Anuario Estadistico del Sector Agropecuario, 2003), a
pesar de ser un plaguicida altamente téxico. Se han realizado estudios que reportan
datos acerca de su toxicidad, citotoxicidad y genotoxicidad, utilizando para ello
bacterias, peces, ratones, ratas, conejos y humanos (Mahgoub, AA, 2001;
Ruangyuttikarn, W, 2001; Wei Shen Yan Jiu, 2003; Baligar, 2002; et al). Sin
embargo, estos informes de toxicidad que reporta la literatura, ni siquiera son
nacionales, son datos de estudios que se han hecho en los Estados Unidos donde
fue utilizado inicialmente, en el que aparece este plaguicida clasificado en la
categoria | (los més toxicos) (http://pmep.cce.cornell.edu, 2003); no obstante, este
plaguicida ha sido introducido en Colombia sin mayor inconveniente. Los
expendedores conocen la peligrosidad del producto, aun asi, es vendido libremente
y, lo més importante, sin advertirle al campesino consumidor de los perjuicios y/o
riesgos potenciales a su salud y al ambiente.

En ninguna de las casas comerciales del municipio de Popayan, ofrecen
propaganda a usuarios de este producto, ni presentan la ficha técnica respectiva al
14



cliente. Se desconocen los efectos en la salud a largo plazo por exposicidon
continua, y la habilidad de éste para alterar el ADN (http://pubmed). El analisis del
estudio sobre Allium cepa, puede hacer extrapolables los resultados a humanos, si
A. cepa resulta alterado por la accion del plaguicida, es factible que cause dafios
similares en el ADN humano, y esto permita que en estudios posteriores afines, se
implementen politicas de prevencion acerca del uso adecuado de este producto.

El verdadero problema es que este plaguicida muy probablemente, seguira
usandose en la fumigacion de los cultivos, por eso es necesario hacer un analisis
de los efectos del Furadan que permitan resolver los siguientes interrogantes:

¢El Furadan tiene efecto téxico, alterando el crecimiento radicular de Allium cepa,
en cultivos controlados?

¢El Furadan es capaz de ocasionar citotoxicidad sobre los meristemas radiculares
de la cebolla (Allium cepa) provocando alteraciones en su ciclo celular, u originar
desordenes a nivel de las fases del ciclo celular?

¢ Este plaguicida tiene efecto genotéxico para las células mitéticas de Allium cepa,
dando lugar a aberraciones cromosémicas (AC)?.
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2. ANTECEDENTES

Se han realizado estudios sobre A. cepa para obtener informacion acerca de las
implicaciones que tiene la exposicion y el efecto de diversos quimicos que hacen
parte de los plaguicidas (Clayton & Lloyd, 1984; Ma, et al., 1995; Rank, 1997;
Ateeq, et al., 2002).

Precisamente, este sistema biolégico fue escogido para el estudio, ya que resulta
ser un apropiado y sensible material citogenético para la deteccion de
contaminantes medioambientales (Ateeq, B, 2002) y ha sido utilizado por varios
autores desde hace 25 afios (Ma, TH; et al, 1995), facilitando los analisis por medio
de diversos biomarcadores aplicables al sistema.

Allium cepa ha sido empleada también en pruebas de micronucleos (MN), como un
primer sistema de alarma de contaminacion por mutdgenos de aguas dulces, con
resultados analiticos mostrando un amplio espectro de dafios mutagénicos
ocasionados por quimicos con relacion dosis — efecto (Degrassi & Rizzoni, 1981).

Por poseer cromosomas grandes y en pequefio numero (2n= 16) (Stevenson, M,
2001), y por el facil crecimiento de las raices bajo las condiciones proporcionadas
en el laboratorio, ha resultado ser un buen y confiable material de estudio
(Somashekar, 1983); ademas, ésta planta, importante en términos de agricultura,
también es relevante a nivel investigativo donde su genoma ha sido estudiado
extensivamente y planteado como un andlisis citogenético convencional para
andlisis moleculares (Suzuki, G, et al,2001).

Diferentes estudios han validado el uso de Allium cepa y otras variedades de esta
planta con el fin de obtener modelos que permitan analizar la toxicidad, citotoxicidad
y genotoxicidad de sustancias hipotéticamente dafiinas (Chauhan, LK, et al, 2001).
Los estudios muestran que con cebolleta (A. cepa), se pueden utilizar diferentes
biomarcadores para identificar la habilidad del compuesto para inducir dafios en el
genoma (Evseeva TI, 2001). Entre los biomarcadores usados, estan: Aberraciones
cromosomicas (AC) (Grant, WF, 2001; Ma, TH, 1995, Ateeq, B, 2002, Rank, J,
1997) Intercambio de cromatides hermanas (ICH’s) (Cortes, F, 1987) vy
micronucleos (MN), ademas, es posible analizar disturbios ocasionados en el ciclo
celular como clastogenicidad, aneugenicidad, dafios a nivel de citocinesis, efectos
c-mitéticos, (Dovgaliuk, Al, 2001), mediciones y andlisis en indice mitético (de Lima,
DS, 2001), reparacién de ADN, indices de replicacién y puntos de control en el ciclo
celular de meristemas radiculares (Pelayo, HR, 2001).
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En cuanto al Furadan, se encuentra una amplia gama de informacion acerca de su
composicion, toxicologia, manejo, cultivos donde ha sido aplicado e inclusive su
restriccidbn y requerimientos regulatorios por las directivas de Estados Unidos
(OSHA, EPA, 2002).

Este plaguicida ha sido evaluado en diferentes sistemas bioldgicos (Ver Tabla 2),
obteniendo casi en su mayoria resultados positivos que hacen alucion a su
capacidad de inducir dafios a nivel genémico-celular (Wei Shen; Yan Jiu, 2003;
Baligar, PN, 2002; lon JY; et al, 2001); pero en ninguno de los casos se han
encontrado reportes que den indicios acerca de trabajos realizados con este
componente sobre cebolla (allium cepa), y tampoco estudios a nivel nacional
investigando este producto.

A continuacién, (Ver Tabla 1) se presentan algunos trabajos realizados en A. cepa
para la evaluacién de plaguicidas. Diferentes investigadores han dedicado sus
esfuerzos en realizar estudios sobre este sistema biolégico por las facilidades y
confiabilidad ya mencionadas.

17



Tabla 1. Investigaciones realizadas en Allium cepa, para evaluar el efecto tdxico, citotdxico

y genotdxico de algunos plaguicidas.

QUiMICO SISTEMA BIOMARCADOR AUTOR
BIOLOGICO
Butaclor Allium cepa aAC Ateeq et al., 2002
CIPC Allium cepa Plano de division Clayton & Lloyd,
Geometria del huso 1984
°|[M
Captan E. coli Test de Ames Saxena S, et al, 1997
Etil- Vicia faba ‘MN Degrassi & Rizzoni,
metanosulfonato Allium cepa AC 1981
Rank; Nielsen, 1997
Griseofulvin Allium cepa Plano de division Clayton; Lloyd,1984
Geometria del huso
IM
Hidracido maleico Vicia faba MN Ma et al., 1995
Allium cepa AC Rank & Nielsen, 1997
Metil-N- Allium cepa AC Rank & Nielsen, 1997
nitrosourea
Paraquat Allium cepa Mutagenicidad Swan, 1969
Vicia faba AC Staiff et al., 1975
Ratones, ratas Neutrotéxicidad Howard, 1980

Conejos Humanos

dDL50 — ¢CL50
Malformacién en
pulmones
Exposicion dérmica
y respiratoria
Residuos en orina

Chester & Wollen,
1981
Chester et al., 1993
Senanayake et al,
1993
Salam et al., 1993
Weinbaum et al.,
1995

Pentaclorofenol

Allium cepa

AC

Ateeq et al., 2002

Elaboré: Andrea Candela

a. AC:
b. IM:
c. MN:
d. DL50:
e. CL50:

Aberraciones cromosémicas.
indice Mitético
Micronucleos
Dosis letal media
Concentracion letal media.
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Tabla 2. Algunos estudios realizados para identificar el efecto del Furadan.

Sistema bioldgico

Biomarcador

Autor

Células CHL

Inhibicién ciclo celular, Test
Ames y Apoptosis.

lon JY, et al, 2001

Conejos: Toxiy citotoxi.

Espermatogénesis

Yousef Ml et al, 1995

Channa punctatus

Desarrollo gonadal.
Anormalidades de complejo
hipotalamo-neurohipdfisis.
indice gonadosomico.

Ram RN et al., 2001

E. coli k — 12;
Genotoxicidad
Mutagenicidad

Test de Ames.

Habilidad para alterar DNA.
Reparacion de dafos.
Genes SOS.

Saxena S, Ashok BT,
Musarrat J, 1997

Humanos: sangrey
Contenidos gastricos

Concentracion metabolitos.

Ameno K et al, 2001

Humanos: Estudio
epidemiolégico

Uso de carbamatos
asociado con riesgo de
Non-Hodgkinlinfoma (NHL).

Zheng T, et al 2001

Pez oro
(Carassius auratus)

Alteracion de metabolitos.
Efecto neurotéxico.

Bretaud S et al, 2002

Acidos grasos libres.

Actividad colinesterasa IBID, 2000
Pulmén — musculo.
Pez (Clarias batrachus) | Lipidos totales. Begum G,

Vijayaraghavan S, 2001

Anormalidad en esperma.

Cichlasoma dimerus | Toxicidad, histopatologia, | Domitrovic H. A, 2000

(pez) alteracion en branquias

Ratones: Médula osea DL 50 oral. Chauhan et al, 2000
Esperma AC — MN.

Ratones: Toxicidad
Citotoxicidad

Células de hibridoma linea
1EG6 en cultivo con

(RPMI — SR3):

Crecimiento en el medio.

Bertheussen K, Yousef
MI, Figenschau Y, 1997

Ratones hembra

Ciclo estrdgeno, alteracion
y cambios en érganos

Baligar PN; KaliwalBB,
2002

Ratones macho

Alteracioén cel T y macrofag.

Jeon, et al, 2001

Ratas: Pulmén

Metabolitos.
Accidén oxidativa.

Gupta RC, Milatovic D,
Dettbarn WD, 2001

Ratas: Toxicidad

Toxicidad reproductiva.
Anormalidades en células
germinales.

Dept. Toxicol, 20003

19




3. JUSTIFICACION

A pesar de que el Furadan, en Estados Unidos, es considerado como uno de los
plaguicidas mas toxicos y prohibida su comercializacién, es uno de los plaguicidas
de mayor utilidad sobre el cultivo de la papa y otros en el departamento del Cauca y
no se han realizado estudios acerca de los efectos colaterales causados por este
qguimico en las regiones donde es utilizado.

En este estudio se evalud el efecto toxico, citotdxico y genotdxico del Furadan, que
se usa para controlar la invasion de insectos en cultivos de diversas plantas como
arroz, tomate, tabaco, papa, platano y café, entre otros
(http://pmep.cce.cornell.edu.co), y, aunque los cultivadores siguen un procedimiento
para aplicarlo, generalmente no toman las medidas de seguridad necesarias y
suficientes para su utilizacion.

Este estudio es relevante porque permite conocer el posible dafio genotéxico que el
plaguicida causa en A. cepa, como soporte cientifico para adelantar programas de
prevencion en salud ocupacional, o para planear investigacion en estos sistemas
biolégicos.

El estudio se realizé en bulbos de cebolla (Allium cepa), debido a que esta prueba
‘in vivo” proporciona grandes ventajas por su facilidad de manejo en laboratorios
con presupuestos para investigacion relativamente bajos; las condiciones de
esterilidad que se requieren en el uso de estos es minima, el riesgo de
contaminacion es muy bajo y, ademas, porque la técnica es relevante y rapida.
(Ateeq, B; et al 2002) (Chauhan, LK; et al, 2001).

Los bulbos tienen otras ventajas, pues su consecucion en el mercado es de gran
facilidad, sus condiciones de manejo en el laboratorio son sencillas y no requiere
gran costo, inclusive se pueden conseguir durante todo el afio sin problema, son
apropiadas ya que es posible adquirirlas mas o menos del mismo tamafio y casi el
mismo peso de manera que se minimicen los errores experimentales.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto tdxico, citotdéxico y genotdxico del insecticida - nematicida
FURADAN, en meristemos radiculares de Allium cepa, con el proposito de
extrapolar resultados a los humanos, quienes estan ocupacionalmente expuestos al
plaguicida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Evaluar el efecto téxico del plaguicida en A. cepa, identificando la inhibicion del
crecimiento de raices y de otras alteraciones tales como: presencia de tumores,
consistencia, color, entre otros.

¢ Evaluar el efecto citotoxico del plaguicida para las células meristeméaticas de
raices de A. cepa, analizando el indice mitético y el indice de fase.

¢ Estimar el efecto genotoxico del plaguicida, a través del examen de células en
los meristemos radiculares de A. cepa, observando cambios microscopicos que
se presenten, como frecuencia de micronlucleos en interfases, puentes
citoplasmaticos en profases, quiebres y cromosomas resagados en metafases y
anafases y puentes cromatinicos en telofases.
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5. MARCO TEORICO

5.1 LOS PLAGUICIDAS

Los xenobioticos, sustancias extrafias a los organismos, son principalmente
introducidas por la actividad humana y su uso se ha incrementado en las ultimas
décadas de forma considerable. En el dltimo siglo se han desarrollado muchos
compuestos organicos y sintéticos que han conducido a una gran produccion de
compuestos quimicos que finalmente van al ambiente, ya sea intencionadamente o
por accidente. Un ejemplo de este tipo de sustancias son los plaguicidas los cuales
son ampliamente utilizados. Segun los investigadores Brock y Madigan (1991), se
han comercializado mas de un millar de plaguicidas en las dltimas dos décadas,
con fines de control quimico para plagas. Se calcula que actualmente se usan mas
de 3500 plaguicidas organicos, de los cuales son destinados alrededor de 500 a las
actividades de agricultura (http://www.sagan-gea.org, 2005).

Un plaguicida se define como una sustancia o mezcla de sustancias, cuya finalidad
es la de controlar, combatir y/o prevenir plagas o enfermedades y, en general,
tienen el objetivo de proteger al hombre y/o a los organismos de un ambiente poco
propicio para su “buen desarrollo” (Estrada, 1998, Robledo, 1998 y Ortiz-
Hernandez, et al., 1997).

Esta definicion incluye los materiales agricolas de consumo, madera y sus
derivados, forraje para animales o productos que puedan administrarseles para el
control de insectos, aracnidos y/o diferentes plagas corporales (Codigo
internacional de conducta sobre la distribucién y uso de plaguicidas, 1986. citado
por Estrada, 1998).

La historia de los plaguicidas se puede resumir y dividir en tres grandes etapas: la
primera, a principios del siglo XIX, cuando se descubri6é accidentalmente la accion
plaguicida de algunos elementos naturales como el azufre, cobre, arsénico,
piretrinas (sustancias obtenidas de los pétalos del crisantemo -Chriysanthemum
cinerariefolium-) y fésforo; asi mismo, se inicio el uso de los derivados del petroleo.
La segunda etapa, en 1922, cuando se emplearon diferentes aceites insecticidas y
poco mas tarde, los primeros productos sintéticos. La tercera etapa, en la que
Maller en 1940, descubre las propiedades insecticidas del dicloro-difenil-
tricloroetano, mejor conocido como DDT (IBID 1998). A partir de esa fecha, ese
nuevo compuesto se utilizé para la eliminacion de algunos parasitos como el piojo
gue transmitian enfermedades como el tifo; es asi como se origina la industria de
los plaguicidas organosintéticos.
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Desde entonces se han producido venenos potentes contra las diferentes plagas,
basicamente de cuatro tipos:

Organoclorados, cuya principal caracteristica es que poseen atomos de carbono,
cloro, hidrégeno y en ocasiones, oxigeno; son muy estables en el ambiente
(Cremlym, 1979).

Esto ha llevado al desarrollo de otros plaguicidas "menos téxicos" como son
carbamatos (Estructura quimica basada en un alcaloide de la planta Physostigma
venenosum) con una persistencia intermedia entre los organoclorados y
organofosfatos. Esta clase de pesticidas actian inhibiendo la acetilcolinesterasa
en forma reversible (Zinkl, et al, 1987; Boequene, et al, 1995).

Los componentes organofosforados, que se empezaron a sintetizar en 1948, son
derivados del acido fosforico, poseen un atomo central de fésforo en la molécula.
Son los mas toxicos y menos estables en el ambiente en relacibn con los
organoclorados (Cremlyn,1979). Esta clase de compuestos, al igual que los
carbamatos, afectan principalmente el sistema nervioso central, pero en este caso
actuan inhibiendo la colinesterasa en forma irreversible. Los nuevos compuestos
desarrollados han reemplazado gradualmente a la mayoria de los plaguicidas
clorados. En el presente los carbamatos y organofosfatos son los ingredientes
activos de la mayoria de los insecticidas y algunos de los herbicidas en uso
(Chapalamadugu y Chaudhry, 1992).

Respecto a los tres grupos de plaguicidas mencionados, puede establecerse que
su grado de toxicidad, sigue el orden:

Organofosforados > Organoclorados > Carbamatos (http://www.mtas.es.htm)

Los Piretroides, son sustancias quimicas manufacturadas, de estructura muy
parecida a las piretrinas, aunque son generalmente mas toxicos para los insectos y
también para mamiferos; éstos permanecen por mas tiempo en el ambiente que las
piretrinas (compuestos naturales con propiedades insecticidas, se encuentran en el
extracto de piretro de ciertas flores de crisantemos (http://www.atsdr.cdc.gov,
2004).

Por lo general, los plaguicidas terminan en manos de las personas menos
informadas, mas pobres o menos capaces de protegerse. Estas sustancias
guimicas estan contaminando los suelos, las aguas subterraneas, el agua de riego
y la potable. Asi mismo, estos componentes producen susceptibilidad a la
toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad y este hecho ha levantado un interés
publico por la salud (Grant WF y Owens ET, 2001).

El problema de la contaminacién por plaguicidas es cada vez mas grave tanto
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por, la cantidad y diversidad, como por la resistencia a ellos que adquieren algunas
especies, lo que ocasiona que se requiera cada vez mayor cantidad del plaguicida
para obtener el efecto deseado en las plagas. Sin embargo, la flora y fauna nativas
se afecta cada vez mas, destruyendo la diversidad natural de las regiones en que
se usan, ademas, pueden ser introducidos al hombre mediante el consumo de
plantas y animales que consume como alimento.

Algunos plaguicidas son cancerigenos, pero todos causan lesiones degenerativas
en higado y rifidn, son estimulantes del sistema nervioso central y provocan
reacciones alérgicas como voOmito, dolor de cabeza, conjuntivitis, diarrea,
calambres abdominales, dificultad para respirar, entre otros (Ortega, et al., 1994;
Secretaria de Salubridad y Asistencia, 1974).

Los plaguicidas representan un instrumento imprescindible en la agricultura de todo
el mundo para el control de plagas, por lo que no resulta una tarea sencilla el
prohibir su uso, por lo que se debe pensar en alternativas para detener, aminorar o
remediar la grave contaminacion producida por estos productos. Algunas opciones
viables podrian ser: La biorremediacion, (desintegracion de componentes
organicos y/o desechos téxicos por medio de microorganismos, para convertirlos
en componentes mas sencillos y mucho menos dafinos al ambiente) la
implementaciéon de plaguicidas biolégicos (Virus, microorganismos o productos
derivados de su metabolismo. Bacterias como Bacillus thuringensis, y hongos. Asi
mismo, productos derivados directamente de vegetales, que no se sintetizan
guimicamente como lo son: la estricnina, nicotina, piretrinas, rotenona, ajo, entre
otros) y la educacion sobre el uso adecuado de los plaguicidas (se refiere a
acciones directas sobre la comunidad dedicada a la agricultura, significa hacer
conciencia sobre el mejor aprovechamiento de los plaguicidas para una mejor
eficiencia sin el desperdicio por diferentes factores) (Rodriguez L, 2000; Mahgoub
AA, 2001).

5.2 LOS CARBAMATOS

El grupo de los carbamatos corresponde en su mayor parte a derivados del acido
N-metil - carbamico; son de facil accion sistémica, su forma de accion es similar a
los organofosforados, su persistencia en el ambiente y su toxicidad es intermedia
entre los organoclorados y los organofosforados (Domitrovic, H. A.; 2000), con
excepcion del Aldicarb (Temik) y Carbofuran (Furadan) que son de toxicidad alta.

De acuerdo a su composicion, sus derivados pueden tener propiedades
insecticidas, fungicidas o herbicidas.
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Ingresan a los mamiferos a través de la piel, conjuntiva, via respiratoria y via
digestiva. Los carbamatos son inhibidores activos de la acetil colinesterasa pero
esta inhibicién es transitoria, de algunas horas solamente. No se ha demostrado
aun neurotoxicidad retardada hasta el presente con ningun carbamato.

Metil Carbamatos de Accidn Insecticida: Lannante, Carbofuran
Carbamatos de Accién Fungicida: Benomyl, Carbendazim
Ditiocarbamatos de Accion Fungicida: Mancozeb, Tirad
Tiocarbamatos de Accion Herbicida: Molinate, Sutan 6.7 E. Fenil
Carbamato de Accion Herbicida: Betanal CE

(http://www.rap-al.com/Toxicidad.html)

5.3 FURADAN

Es un insecticida-nematicida sistémico y acaricida utilizado en las practicas de
agricultura en muchas partes del mundo.(Yoon JY; et al, 2001). Es una suspension
concentrada que puede aplicarse foliarmente, con accion residual y de contacto, o
aplicarse al suelo con accidén sistémica ya que es absorbido por las raices y
transportado a toda la planta. Una gran variedad de plagas es controlada con
ambos tratamientos. En el cultivo de la papa, que se realiza en el Departamento
del Cauca, en el municipio de Totord, se aplica principalmente contra el gusano
blanco (Premnotrypes vorax).

5.3.1 Identificacion del material

Nombre comuUn: Carbofuran — Furadan.

Categoria Toxicoldgica: |. Altamente toxico.

Tipo de producto: Insecticida - nematicida

Principio activo: Carbofuran.

Nombre quimico: 2,3 dihidro-2,2-dimetil-7 benzofuranilmetil carbamato.

Formula quimica: Ci2H15NOs.
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Férmula estructural:

Familia quimica: Carbamato (C)

Formulacion: Puede ser en suspensién, pasta fluida o sélido.
Apariencia: Granulos purpura.

Estado: Sdlido o fluido.

Olor: Ligeramente fendlico.

Densidad: 1,39 g/mL.

Peso molecular: 221,26 (carbofuran).

Peso por voliumen: 85-89 Ib/pie3. (1390 g/L).

Incompatibilidades: No es compatible con productos de naturaleza alcalina.
Presenta incompatibilidad con productos a base de propanil, no se debe mezclar
con fertilizantes de reaccion alcalina como cal agricola y otros similares.

Descomposicion: La descomposicién del producto origina 6xidos de nitrégeno,
monoxido de carbono, diéxido de carbono y metil isocianato.

Polimerizacion peligrosa: No ocurre.
Vida media: 50 dias.
Almacenamiento: En lugar fresco y seco evitando excesivo calor y fuego.

Solubilidad: En agua 700ppm, otras solubilidades incluyen: 30% en N-Metil-
2pirrilidona, 25% en dimetil sulféxido, 15% en acetona, 14% en acetonitrilo, 12% en
cloruro de metileno, 9% en ciclohexanona y 4% en benceno.

Otras caracteristicas: Es ligeramente combustible. Puede mantenerse en
combustion a temperaturas elevadas, se degrada a temperaturas por encima de
130°C (266°F). Su descomposicion térmica y quemado puede formar productos
toxicos.

En condiciones de incremento de temperatura y humedad puede ayudar a que el
producto se absorba y, ademas, incrementar su toxicidad.

26



Antidoto: Sulfato de Atropina.
(http://www.pmep.cce.cornell.edu.co, 2003)

5.3.2. Informacion toxicoldgica del Furadan:

5.3.2.1.Toxicidad:

El carbofuran es un plaguicida que produce inhibicion reversible de la
colinesterasa, penetra al organismo por ingestién o a través de la absorcién por la
piel.

Los sintomas de sobre exposicion en humanos incluyen dolores de cabeza,
mareos, debilidad, calambres abdominales, nauseas, salivacion excesiva,
transpiracién, vision borrosa, lagrimacion, pupilas contraidas, tensiéon en el pecho,
piel azulada (cianosis), convulsiones, tremor, inconsciencia y en algunos casos
conlleva al coma.

La excesiva exposicion a los polvos de este compuesto pueden irritar el sistema
respiratorio, la piel y los ojos.

Es moderadamente toxico para peces y organismos acuaticos. Se debe almacenar
lejos de drenajes y cursos de agua (Post, 1987).

FURADAN 3F. - Categoria 1b: Altamente peligroso

DL50 oral (ratas): 53 mg/kg
FURADAN 4F. - Categoria 1b: Altamente peligroso

DL50 oral (ratas): 38 mg/kg /font

DL50 dermal (ratas): 6.800 mg/kg

(http://www.ecuaquimica.com.ec/guias/agro/furadan.htm).

Estudios sobre carbofuran también reportan los siguientes datos:
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Toxicidad oral aguda:

Dosis oral aguda en ratas: DL50 — 3.8 - 167 mg/Kg.
Ratén: DL50 — 14.4 mg/Kg.
Gato: CL50 —» 2.5 - 3.5 mg/Kg.
Perro: DL50: — 15 - 18.9 mg/Kg.
Aves: DL50 — 90 - 500 mg/Kg.
Invertebrados: CL50 — 9.8 -38.6 ppb.
Peces de agua dulce: CL50 — 94 — 2859 ppb.

Toxicidad dietaria subaguda en aves: DL50 — 16 —1104 ppm.

Toxicidad dermal aguda:

Dosis dermal aguda en conejos: DL50 — >2000 — 3400 mg/kg.
Dilucion en isopropanol: DL50 — <46.4
Dilucion en agua: DL50 — >10.250

Toxicidad por inhalacién aguda (polvos):

Dosis por inhalacién aguda en ratas: CL50 — 1,18 mg/Kag.

Rata 1h

Rata 4h

Rata 1h

Rata 4h

DL50 — 0.8 - 0.108 mg/L.
DL50 — 0.075 —0.108 mg/L.
CL50 — 0.026 mg/L.

CL50 — 0.017 — 0.047 mgl/L.
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Para Furadan 3G:

CL50 valorada en (Pez oro aga. azules) — 1.75 mg/L (moderadamente toxico).
DL50 oral en péjaros grandes — 0.7 — 8 mg/Kg (Altamente téxico).

( http://mwww.knowledgebank.im.org ).

En revisidn bibliografica no se encuentran datos disponibles sobre efectos crénicos
de sobre — exposicion para Furadan 3G (Gr).

Los estudios disponibles de evaluacion de riesgos a la vida salvaje y organismos
acuaticos dicen que el carbofuran es caracterizado como muy altamente toxico
para aves y peces de aguas frias y calientes, ademas, altamente tdxico para
invertebrados de aguas dulces. Se requieren estudios de monitoreo para una
mejor evaluacion de los efectos actuales del carbofuran usado sobre organismos
blanco bajo condiciones de campo.

En ensayos de laboratorio con animales, se ha encontrado que el carbofuran no
causa toxicidad reproductiva, teratogenicidad o carcinogenicidad; sin embargo,
exposiciones cronicas de animales de laboratorio al carbofuran, ha ocasionado
disminuciones en la actividad de la enzima colinesterasa (eritrocitos, plasma,
cerebro) (http://www.pmep.cce.cornell.edu.co).

5.3.3. MODO DE ACCION:

El FURADAN, (Insecticida-Nematicida) controla los insectos interfiriendo con el
funcionamiento de su sistema nervioso. Inhibe la acciébn de la enzima acetil-
colinesterasa que regula los impulsos nerviosos a los muasculos y glandulas.
Cuando se inhibe la enzima, los musculos y glandulas del insecto permanecen
estimulados y éste no puede relajarse. El insecto continla en un estado de
constante agitacion que eventualmente lo mata. Ademas de su actividad sistémica,
FURADAN controla los insectos y nematodos de varias maneras:

» Mata por contacto insectos comedores del follaje y algunos nematodos que
habitan en el suelo.

» Repele algunos neméatodos que habitan en el suelo.

» Envenena por ingestion a los insectos que se alimentan del follaje y de la raiz
(Inquiport, 2000)
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El plaguicida inhibe la colinesterasa después del contacto con superficies o sélidos
y/o ingestion de tejidos de plantas tratadas.

El metabolismo en plantas y animales es similar. El carbofuran es sistémico en
plantas y como otros carbamatos, este es metabolizado rapidamente en animales,
disminuyendo gradualmente, y al final, sus metabolitos no son téxicos

Antidoto y tratamiento: Atropina, no usar oximas, como 2 PAM.

(http://www.ecuaquimica.com.ec/guias/agro/furadan.htm)

6.4 SISTEMA BIOLOGICO

Allium cepa, como sistema biol6gico para evaluar el efecto tdxico, citotdéxico y
genotoxico, fue desarrollado y mejorado por Levans entre 1938 — 1949. Con el
tiempo, la atraccion por esta técnica fue aumentando gracias a las ventajas que
ofrecia: reduccion de costos para investigacion, muy baja contaminacion, facil
germinacion, facil adquisicion de los bulbos durante todo el afio y resultados
confiables (Somashekar. Op. Cit., p. 13)

Un gran acercamiento fue el descubrimiento del cariotipo de las distintas variedades
de cebolla, cuyo pionero fué Mensinkai en 1939; esto facilitd estudios posteriores en
cebollas, como por ejemplo, el ensayo de aberraciones cromosomicas después de
haber sometido los bulbos a un tratamiento quimico, para conocer los efectos
clastogénicos y/o mitoclasticos en células de plantas. (Rank & Nielsen, 1997)

La utilizacion de la técnica de germinacion de cebollas para el estudio del efecto
citotoxico y genotoxico de diversos quimicos, ha sido ampliamente usada por los
excelentes resultados obtenidos en este sistema biologico; es una prueba clasica
excelente para la lectura de aberraciones cromosomicas después de un tratamiento
guimico (Grant, WF, 2001). En el Centro de Informacién Medio ambiental de
Mutagenos, en Estados Unidos, se realizé hace algunos afios un estudio importante
del efecto de 148 quimicos en cebollas y los andlisis derivados de estos trabajos
permitieron concluir que las cebollas son sensibles al sometimiento de diversos
guimicos, presentando diferentes efectos mitoclasticos y/o clastogénicos. Los
datos son confiables en estos trabajos y por ello han sido de gran utilidad para
estudios posteriores en

otros sistemas bioldgicos, se pretende que las pruebas en cebollas puedan
incluirse, sin ningun problema, entre las pruebas de evaluacion de dafos por
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guimicos, ya que las anormalidades cromosémicas e intercambios ocasionados son
facilmente detectables al microscopio.

La técnica utiliza comunmente cebollas de la especie Allium cepa; sin embargo, se
han efectuado estudios en otras variedades como A. Cepa var. Proliferum, A.
carinatum, A. fistulosum y A. sativum. Para observar no solo efectos clastogénicos
(alteraciones a nivel del huso mitético) sindé también, para optimizar técnicas de
tincion, evaluar exposicion a radiaciones, analizar composiciébn genémica y evaluar
efectos de diversos quimicos (Peffley & Vries, 1993; Ricroch & Brown, 2001;
Vaijapurkar et al., 2001; Marcano et al., 2002).

La funcién primordial de la raiz es absorber del suelo el agua con las materias que
esta lleva en disolucion: Sdlidas, liquidas o gases.

La absorcion de gas se realiza principalmente por medio de la respiracion; por otra
parte, la absorcion de liquidos estd a cargo de los pelos radicales; igualmente los
sélidos, generalmente sales minerales, se disuelven y penetran en la raiz, mediante
los pelos radicales, por un proceso llamado difusion; algunos elementos sélidos son
insolubles, de manera que la absorcion se dificulta, y por esta razon, es necesario
gue se realice primero un proceso de diluciébn, como ocurre en este estudio donde
el tratamiento que se aplica necesita diluirse en agua para que pueda ser absorbido
por las raices de los bulbos de cebolla (A. cepa) (Peter, HJ. Et al, 2002).

El crecimiento en un organismo es cuidadosamente controlado regulando el ciclo
celular. En las plantas, las raices contindan creciendo mientras buscan agua y
nutrientes. Estas regiones de crecimiento sirven para estudiar el ciclo celular
porque en cualquier momento se pueden encontrar células atravesando por mitosis,
gue pueden analizarse para evaluar el efecto de una sustancia en particular.

El proceso de reproduccion celular conocido con el nombre de mitosis, puede ser
estudiado eligiendo un material constituido por células que se hallen en continua
division. Esta condicién la retnen los meristemos terminales o primarios, tales
como los que se encuentran en el apice de las raices. Un bulbo de cebolla, cuya
region radicular se mantenga en contacto con el agua durante 4 6 5 dias,
proporciona abundante cantidad de raicillas jévenes, muy apropiadas para obtener
muestras destinadas a observar células en mitosis (Feldman LJ, 1984).

Aunqgue el corte de la raiz de cebolla captura muchas células en diferentes fases del
ciclo celular, se debe tener presente que el ciclo celular es un proceso continuo. Los
cientificos han dividido el proceso en 5 fases, cada una caracterizada por
importantes eventos, pero estas divisiones son arbitrarias.

Para establecer cuanto tarda en cumplirse un ciclo completo de divisidén celular se
puede aplicar un alcaloide llamado cafeina, el cual ha sido ampliamente utilizado
porque es un inhibidor de la formacion de la placa ecuatorial que permite la division
celular en células metafasicas de vegetales. Este tratamiento permite que se
formen células con mas de un ndcleo; asi, un ciclo entero serd facilmente
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reconocido entre una célula mono — telofasica y la primera célula bi — telofasica que
aparezca.

También han sido analizados los efectos de la cafeina en post — tratamientos
aplicando mutadgenos, en donde se ha visto induccion de muerte celular y dafios
cromosomicos, estas alteraciones fueron descubiertas hace unas tres décadas y los
efectos han sido extensivamente estudiados en muchos laboratorios (Kihiman; et al,
1982)

5.4.1 indice Mitético

El indice mitotico (IM), es la relacion entre las células en division celular (mitéticas)
y el niUmero total de células en cultivo o en crecimiento natural, se utiliza cuando se
quiere medir el efecto citotéxico producido por una sustancia exdgena en el ciclo
celular de un sistema bioldgico (Chauhan, et al, 1986).

Cuando se aplica la técnica de IM para evaluar una sustancia, con efecto
blogueador pre-mitético se espera que el indice de células en mitosis disminuya
significativamente con respecto al grupo control tratado con el solvente puro. Si el
IM disminuye a medida que se incrementa la concentracion de la sustancia, se
infiere que hay efecto de dosis o relacion de dosis-efecto. Una de las etapas pre-
mit6ticas mas sensibles a la accidn de una sustancia es la S o etapa de sintesis de
ADN, en este caso es probable que el agente esté interfiriendo con esta etapa o
bloqueando el ciclo (Hoyos, Luz Stella y Carvajal, Silvio, 1998).

El indice mitético evalla la proliferacion de células que sufren el proceso mitotico
(células que se encuentren en profase, metafase, anafase o telofase), como en el
caso de Allium cepa, registrando cuantas células mitdticas se encuentran en una
poblacién de 1000 células; en los humanos también puede medirse el indice
mitético teniendo en cuenta ceélulas metafdsicas, como ocurre en el caso de
estudios en linfocitos, donde el registro se hace observando cuantas metafases se
encuentran en una poblacion de 2000 células.

Cuando se aplica la técnica de IM para determinar efecto citotoxico, se recomienda
evaluar ocho concentraciones de la sustancia e incluir un control negativo (el
solvente puro) y un control positivo (Ej. Mitomicina-C [MMC]). Es decir, un total de
10 tratamientos (10 cultivos), con repeticion del experimento dos veces mas (IBID.
p: 26). )

Para efectos de este estudio el Indice Mitético se calcula mediante la siguiente
formula:

IM = No. total de células en mitosis/No. Total células
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5.4.2 indice de Fase

El indice de fase mide la cantidad de profases, metafases, anafases y telofases que
se encuentran en una poblacion celular en relacién al nimero total de células en
mitosis.

El indice de fase le proporciona al observador informacion acerca del desarrollo
mitético que se esta llevando a cabo dentro del organismo y/o sistema biologico, y
si la sustancia a que esta sometido éste, logra influir en el proceso continuo y
equilibrado en estado normal del ciclo celular.

Para calcular el indice de fase en las células de meristemos radicales de cebolla, se
utilizan las siguientes formulas:

IFp = No. profases IFa = No. anafases
No. total mitosis No. total mitosis

IFm = No. metafases IFt = _No. telofases
No. total mitosis No. total mitosis

5.4.3 Ciclo celular

El ciclo de vida de la célula tipicamente se divide en 5 fases mayores. Las fases se
describen mas abajo, junto con los eventos principales que ocurren durante cada
fase.

Interfase. La célula esta ocupada con la actividad metabdlica y realizando sus
tareas como parte de un tejido. EI ADN se duplica durante la interfase para
prepararse para la mitosis (las cuatro préximas fases que conducen a el incluyen la
division nuclear). Los cromosomas no estan visibles en el nucleo, sin embargo, se
distingue un punto oscuro llamado nucleolo.

Profase. La cromatina en el nacleo comienza a condensarse y se vuelve visible en
el microscopio Optico como cromosomas. La membrana nuclear se disuelve,
marcando el comienzo de la prometafase. Proteinas se adhieren a los centromeros
creando los cinetocoros y los cromosomas comienzan a moverse.

Metafase. Fibras del huso alinean los cromosomas a lo largo del medio del nucleo
celular. Esta linea es referida como el plato de metafase. Esta organizacién ayuda
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a asegurar que en la proxima fase, cuando los cromosomas se separan, cada
nuevo nucleo recibird una copia de cada cromosoma.

Anafase. Los cromosomas apareados se separan en los cinetocoros y se mueven
a lados opuestos de la célula. EI movimiento resulta de una combinacién de
movimiento del cinetocoro a lo largo de los microtibulos del huso y de interaccion
fisica de microtubulos polares.

Telofase. Nuevas membranas se forman alrededor de los ndcleos hijos mientras
los cromosomas se dispersan y ya no son mas visibles con el microscopio optico.
La citocinesis o la particion de la célula puede también comenzar durante este
estadio.
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6. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este estudio se desarrollé una investigaciéon de tipo
experimental con un disefio de bloques aleatorizados. Esencialmente, se trabajo
sobre un primer ensayo para estimar el tiempo del ciclo celular y tres ensayos
posteriores para evaluar el efecto del Furadan, para esto se desarrollaron los
protocolos y técnicas que se mencionan a continuacion.

6.1 PROTOCOLOS

6.1.1 Duracién del ciclo celular

Para estimar la duracién en horas de un ciclo completo de division celular, se
implementé un ensayo “in vitro” con bulbos de Allium cepa, de tamafio y peso
semejante, se despojaron de epidermis y raices viejas y fueron colocados en agua
de corriente hasta cuando las raicillas alcanzaron 1.5 — 2 cm. de longitud, se
cambi6 diariamente el agua y se mantuvieron en condiciones ambientales fijas: de
temperatura (25 °C) cantidad de aire circulante y relativa oscuridad dentro de una
incubadora de madera que se adecu6 para el crecimiento radicular de los bulbos.

A los tres dias, cuando las raices alcanzaron el crecimiento apropiado (1,5 — 2
cms.), se dispusieron dos grupos con el mismo numero de unidades experimentales
para cada grupo (20 bulbos), al primer grupo se le aplicé un tratamiento con cafeina
al 0.1 %, diluida en agua destilada, durante una hora; posteriormente se retomo el
desarrollo radicular en agua de chorro y se realizaron montajes de las raices a
diferentes tiempos (18, 19, 19.5 y 20 horas més tarde de la aplicacion del
tratamiento.), para encontrar en cual de estos periodos se hallaban las primeras bi
— telofases y de este modo se determiné el tiempo de duracién del ciclo celular. Se
hizo registro teniendo en cuenta que la duracion de un ciclo completo estaba
comprendido entre células en telofase y la primera célula bi — telofasica que
apareciera en el extendido sobre la placa.

En el segundo grupo control, solamente se dejaron germinar los bulbos (20

unidades experimentales) en agua de chorro y posteriormente se tomaron las
respectivas muestras.
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6.1.2 Toxicidad del Furadan.

El experimento consistié en someter los bulbos de Allium cepa que pesaran entre
20 y 30g., a diferentes concentraciones del plaguicida, durante diez dias
consecutivos. Previo al experimento, a los bulbos se les retiré la epidermis, se
limpiaron y se cortaron las raices de manera que quedara solo la cabeza de la raiz.

La proliferacion radicular se llevé a cabo dentro de una incubadora de madera, en
un ambiente oscuro aislado, con temperatura entre 23 y 25°C y aireadores
conectados en red a todas las cubetas para mantener oxigenado el medio de
crecimiento (diferentes tratamientos). Los bulbos se colocaron a germinar en
cubetas de vidrio de iguales dimensiones, (25 cm. de largo por 15 cm de
profundidad por 5 cm. de ancho); en cada cubeta se colocaron cinco bulbos,
utilizando el mismo volumen de agua (800 mL).

Se establecieron ocho tratamientos, que consistieron en la preparacion de siete
concentraciones del plaguicida, (0.760; 1.953; 3.906; 7.812; 15.625; 31.250; 62.500
g/L.) cada una fue evaluada en quince unidades experimentales (15 bulbos).
Ademas, se incluyé un control negativo (0.00 g/L), en este tratamiento se coloco
agua de chorro de iguales condiciones que la utilizada para diluir el plaguicida en
los diferentes tratamientos.

El diseiio del experimento fue completamente aleatorio. Por cada tratamiento se
realizaron quince (15) replicas, obteniendo un total de ciento veinte (120) unidades
experimentales, dentro de las cuales, los tratamientos se distribuyeron al azar.
Durante diez dias, el muestreo se realizd de la siguiente manera: de cada
tratamiento se escogid al azar un bulbo de la cubeta al que se le contaron el
namero de raices, se midio su longitud con un metro y se observaron los cambios
que se presentaron simultineamente al crecimiento radicular, tales como:
coloracién, presencia de tumores, entre otros. posteriormente se iba descartando,
este procedimiento se realizd asi, hasta completar el seguimiento recolectando
datos de todas las muestras. Los datos se reportan en tablas dentro de este trabajo
en el capitulo de resultados.

Los datos obtenidos del experimento se procesaron mediante el programa SPSS
utilizando un andlisis de regresién, correlacion y varianza, donde las variables
fueron los tratamientos (concentraciones del plaguicida y control), tiempo (en dias),
y longitud de raices (mm).
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6.1.3 Citotoxicidad y genotoxicidad del Furadan.

Con el ensayo que se realizd anteriormente, no sélo se evaluo la toxicidad del
Furadan, sino que permitio identificar con base en el analisis de datos, por medio
del programa SPSS, las dosis que disminuyeron el crecimiento radicular de los
bulbos en forma baja, media, y alta; las concentraciones del plaguicida
correspondientes a estas dosis, fueron las que se utilizaron para esta prueba.

Para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad del Furadan, se trabajo con bulbos de
Allium cepa que pesaran entre 20 y 30g., que se prepararon para el cultivo in Vitro,
retirando la epidermis, limpiandolos y cortando las raices de manera que quedo
solo la cabeza de la raiz.

El cultivo se hizo durante diez dias, con dieciseis unidades experimentales (16
repeticiones) por tratamiento incluido el control negativo (0,00 g/L.), obteniendo un
total de ochenta (80) unidades experimentales, entre las cuales se asignaron
aleatoriamente los cinco tratamientos. El cambio y lavado de cubetas se realiz6é a
diario y el muestreo se hizo cada dos dias, tomando al azar de cada tratamiento, un
bulbo, al que se recortaron nueve (9) raices, que fueron procesadas en 3 o 4 placas
y se hizo un recuento total de aproximadamente 2000 células, para reportar indice
mitético (IM) e indice de fase (IF). Con este material se hizo lectura rapida y
montaje permanente con hielo seco.

Para el cuarto experimento de genotoxicidad, se realizé lectura simultdnea con las
placas del experimento de citotoxicidad, identificando sobre 2000 células
aproximadamente, las Aberraciones cromosémicas presentes.

En este caso se tom6 como unidad experimental el bulbo y de cada uno de ellos se
obtuvo un dato, asi:

Frec. X de AC / # células contadas.

Los datos se analizaron mediante ANOVA para bloques aleatorizados y se
registraron inicialmente en el laboratorio utilizando formatos de tablas como el que
aparece a continuacion:

(Ver datos analizados en capitulo de resultados)

Tabla 3. Modelo para registro de Frec. AC/ concentracion Furadan, en laboratorio.

Tiempo AC por tratamiento
(dias) ) [1] [2] [3] (+)
1
Hasta
10
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Por otro lado en laboratorio, se registraron los datos en otra tabla (ver tabla 4), que
permiti6 mediante ANOVA bifactorial, determinar si habia diferencia significativa
entre tratamientos, entre fases de la mitosis y/o que se presentara algun tipo de
interaccion entre estos factores.

Tabla 4. Modelo para registro de datos de AC / fases, visualizadas al microscopio.

AC por tratamiento

» () [1] [2] [3] (+)
— , | Interfase
I
T 0| Profase
n O
o ‘é Metafase
o Anafase

Telofase

6.1.4 Preparacion, fijacion y tinciéon de meristemos radiculares de Allium cepa
con orceina acética hidroclorica.

Este protocolo de fijacién y tincion se utilizd6 para determinar el tiempo del ciclo
celular, para citotoxicidad y genotoxicidad.

Para la preparacién del colorante orceina acética, se calientan, hasta ebullir, 55mL.
de &cido acético, se afiaden 2g. de orceina, se hierve durante 7 a 10 minutos mas,
se deja enfriar totalmente y posteriormente se afiaden 55 mL. de agua destilada y
se filtra. Finalmente, por cada nueve (9) partes de la solucion anterior se agrega 1
parte de HCI.

Para la fijacion de raices, se cortan y se fijan en una solucién de etanol — &cido
acético 3:1, durante 30 minutos hasta un maximo de 24 horas, la fijacion puede
hacerse también en etanol al 70%, a una temperatura de 4°C, por 24 horas.

Una vez fijadas las raices se cortan los meristemos apicales (1mm), se colocan en
vidrio reloj y se cubren con orceina acética durante 2 — 5 minutos.

Con pinzas de madera se toma el vidrio reloj y se calientan las raices impregnadas
de orceina en un mechero de alcohol, hasta que se inicie el desprendimiento de
vapores, inmediatamente se retira el vidrio reloj del mechero y se repite esta
operacion dos veces mas.

Se extraen las raices del vidrio reloj y se colocan sobre un portaobjetos, con un
bisturi se cortan 3mm aproximadamente desde el apice de la raiz, se afiade una
gota de orceina y se coloca encima un cubreobjetos. También, se puede agregar
una gota de acido acético al 45% Unicamente y poner encima el cubreobjetos.
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Con la punta de un lapiz se presiona encima del cubreobjetos, con cuidado de no
guebrarlo, y se dan golpecitos sucesivos para extender el material (squash). Se
observa al microscopio ( 4x y10x) para verificar un buen extendido.

Se retira el exceso de colorante con papel absorbente presionando suavemente
sobre el cubreobjetos, sin deslizarlo.

Este tratamiento permite la lectura inmediata que las placas, pero no conservan el
material por mucho tiempo, de manera que el registro de datos debe hacerse lo
mas pronto posible.

Para conservar el material radicular indefinidamente, se colocan las placas con el
material ya extendido sobre hielo seco y el cubreobjetos hacia arriba.

Cuando el cubreobjetos se llene de escarcha, se retira la placa del hielo seco y con
una cuchilla se levanta el cubreobjetos.

Las placas se pasan en orden, a través de 4 vasos, con alcohol de diferentes
graduaciones (50 — 70 — 96 — absoluto), para deshidratar el material biolégico y
retirar el exceso de colorante, las pasadas o lavados deben efectuarse
rapidamente.

Por ultimo se aplica sobre el extendido una gota de entellan y se coloca un nuevo
cubreobjetos sobre de la placa, se llevan a una estufa a 50°C y, después de 24
horas de preparacién, quedan listas para observacién al microscopio.

6.1.5. Determinacién de dosis para evaluaciéon de dafio genotoéxico.

Después de la prueba de toxicidad del Furadan en raices de Allium cepa, se estimo,
mediante andlisis estadistico de correlacion y regresion, las concentraciones que
inhiben el crecimiento y/o dan origen a otras malformaciones o alteraciones de las
raices, y se identificaron las concentraciones adecuadas para el estudio de
genotoxicidad.

Para la evaluacion de la genotoxicidad se utilizd6 la prueba de Aberraciones
Cromosomicas (AC), que consiste en identificar los dafios producidos por el
plaguicida en los meristemos radiculares de Allium cepa en las diferentes fases del
ciclo celular asi: puentes citoplasmaticos en células profasicas; quiebres vy
cromosomas resagados en células metafasicas y anafésicas; y puentes
cromatinicos en telofases.
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7. RESULTADOS

7.1. DURACION DEL CICLO CELULAR
Con este primer ensayo se establecié el tiempo de duracion del ciclo celular.

Después del tratamiento con cafeina al 0,1 % no se registraron células bi —
telofasicas a las 18 y 19 horas; s6lo a las 19.5 horas, después del tratamiento con
cafeina al 0,1 %, se registrO0 la primera célula bi-telofasica y a las 20 horas se
encontraron entre 3y 15 células bi-nucleadas por tratamiento.

En consecuencia, se concluye que el ciclo celular de Allium cepa, en las
condiciones experimentales antes anotadas, dura alrededor de 20 horas (Ver Figura
1).

a. Célula bi - profésica b. Célula bi - metafasica

Figura 1. Células bifasicas obtenidas en el ensayo de duracién de ciclo celular
aplicando cafeina (0,1%) 40X.
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7.2. TOXICIDAD DEL FURADAN

Las variables tenidas en cuenta para el andlisis del efecto téxico del Furadan en
meristemos radiculares de Allium cepa, se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5. Variables utilizadas para evaluar el efecto toxico del Furadan.

Variable Unidad Naturaleza tipo
Longitud raices mm | Cuantitativa continua |dependiente
Concentracion Furadan g/L Cuantitativa continua |Independiente
Tiempo dias |Cuantitativa discreta |independiente

En la Tabla 6 se presentan las concentraciones del Furadan evaluadas en la prueba
de toxicidad para Allium cepa, asi: el control negativo (agua de chorro) que
corresponde a la concentracion 0,0 g/L y siete concentraciones del plaguicida
Furadan: 0.98; 1.95; 3.91; 7.81; 15.63; 31.25; 62.50 g/L. La tabla muestra, ademas,
la longitud promedio de la raices ( x ), con su respectiva desviacion estandar y el
numero de raices analizadas ( N ).

Tabla 6. . Toxicidad de ocho (8) concentraciones de Furadan, identificada mediante
accion retardante de la elongacion radicular (longitud en mm).

Concentracién X + Desv. Tip N

(g/L) (mm)

0.00 56.13 * 43.30 (88)
0.98 51.77 + 48.50 (79)
1.95 31.58 * 18.75 (73)
3.91 34.83 + 26.18 (63)
7.81 31.14 * 25.16 (58)
15.63 17.25 + 12.46 (91)
31.25 18.12 * 14.76 (82)
62.50 8.06 + 5.15 (66)
Total 31.54 + 32.68 (600)

Debido a que los datos de la longitud de la raiz (mm), no cumplen con las
asunciones de normalidad (Prueba de Kolmogorov — smirnov), de homogeneidad
de varianza (Prueba de Levans), el andlisis se hizo mediante la prueba de
correlacion de Spermean ( no paramétrica), complementada con la respectiva
prueba de regresion. Este analisis se hizo por separado, para los datos registrados
en cada época de muestreo (dias).
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Tabla 7. Andlisis de correlacién de Spermean para asociacion de variables.

Concentracién

(g/L)

Rho de Spermean Long. Raiz (mm) Coefi de correlacion -.486
Sig. Bilateral .000

N 600

En la tabla 7 se observa que entre la concentracién del Furadan (g/L) y el
crecimiento radicular de A. cepa, existe una asociacion lineal negativa, significativa
estadisticamente, (r = -0.486; p = 0.0000); en otras palabras, existe entre las dos
variables una asociacion negativa con respuesta dosis — efecto.

El comportamiento, en este caso, se reflejé de tal modo que a mayor concentracion
de Furadan, menor crecimiento radicular (Ver Figuras 2, 3, 4, 5y 6 ). En
consecuencia, se puede concluir que el Furadan a las concentraciones evaluadas,
tiene efecto téxico para Allium cepa, inhibiendo el desarrollo normal de sus raices.

Longitud de la raiz a los dos dias de la siembra (mm)

30

20 ooo
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oo
ooo o

10+
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O Lineal

©18808f,

-10 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion de Furadan (g/L)

Figura 2. Longitud radicular, dos (2) dias después de aplicar el tratamiento.
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Longitud de la raiz a los cuatro dias de la siembra (mm)
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Figura 3. Longitud radicular, cuatro (4) dias después de aplicar el tratamiento.

Longitud de la raiz a los seis dias de la siembra (mm)

60

501

404

304

201

10+

9 Observ ada

9 Lineal

20 30 40 50 60 70

Concentracion de Furadan (g/L)

Figura 4. Longitud radicular, seis (6) dias después de aplicar el tratamiento.
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Longitud de la raiz a los ocho dias de la siembra (mm)
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Figura 5. Longitud radicular, ocho (8) dias después de aplicar el tratamiento.

Longitud de la raiz a los diez dias de la siembra (mm)
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Figura 6. Longitud radicular, diez (10) dias después de aplicar el tratamiento.
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Ademas del efecto retardante del desarrollo radicular, como consecuencia del
efecto téxico del Furadan, se observaron otros cambios, relacionados con
distorsiones morfoldgicas diferentes a las formas radiculares normales de la planta,
tales como: nimero reducido de meristemos radiculares (5 a 8 raicillas/ bulbo) en
las concentraciones mas altas (62.50 — 31.25 y 15.63 g/L), al comparar con los
controles (18 a 30 raicillas/ bulbo).

Se encontraron raices demasiado gruesas (2 — 2.5 mm de diametro aprox.) en los
tratamientos con Furadan, en comparacion al control (0.025 - 0.5 mm, de diametro
aprox.). Asi mismo, se observaron raices con abultamientos notorios, como
pequeios abscesos, alojados en cualquier parte del meristemo. En todas las
concentraciones del Furadan se presentd un comportamiento diferente, las raices
desviaron sus apices hacia el exterior tratando de esquivar el medio hostil del
tratamiento, a diferencia del control, donde las raices crecian normalmente hacia
abajo, con raicillas delgadas y en gran numero, sin ninguna distorsion en su
morfologia.
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7.3. EFECTO CITOTOXICO DEL FURADAN.

En la Figura 7, se muestra el tipo de extendidos celulares que se obtuvieron,
mediante la técnica de tincion con orceina acética empleada para fijar los
meristemos radiculares.
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Figura 7. Microfotografia con objetivo 40X, de un extendido celular de meristemos
radiculares de A. cepa, tefiidas con Orceina acética.

Las variables incluidas en el analisis del efecto citotdbxico del Furadan en
meristemos radiculares de Allium cepa se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Variables utilizadas para analizar el efecto citotoxico.

Variable Unidad Naturaleza tipo
indice mit6tico IM Cuantitativa continua |dependiente
Concentracién Furadan g/L Cuantitativa continua |Independiente
Tiempo dias |Cuantitativa discreta |independiente

En la Tabla 9 se presenta el indice mitético promedio (X) de las células de raiz de
Allium cepa, con su respectiva desviacion estandar (DE) y numero de replicas (N),
correspondientes a cuatro concentraciones del Furadan y durante diferentes
periodos de tiempo (dias).
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Tabla 9. IM de células meristematicas de raiz de Allium cepa correspondientes
a cuatro concentraciones de Furadan durante diferentes periodos de
tiempo (dias).

Tiempo de Concentracion IM
tratamiento (dias) (g/L) X DE N
2,00 ,00 , 110000 + 0,0141 4)
1,77 0,0575 + 0,005 4)
11,00 0,0625 + 0,032 4)
31,00 0,0400 + 0,00816 (4)
Total 0,0675 + 0,0313 (16)
4,00 ,00 0,1025 + 0,0435 4)
1,77 0,0725 + 0,0330 4)
11,00 0,0625 + 0,0189 4)
31,00 0,0350 + 0,0129 (4)
Total 0,0681 + 0,0364 (16)
6,00 ,00 0,11 + 0,0216 4)
1,77 0,0800 + 0,0294 (4)
11,00 0,0525 + 0,0206 (4)
31,00 0,0575 + 0,0206 4)
Total 0,075 + 0,0314 (16)
8,00 ,00 0,1175 + 0,00957 4)
1,77 0,0775 + 0,0340 4)
11,00 0,0550 + 0,0311 (4)
31,00 0,0475 + 0,0126 4)
Total 0,0744 + 0,0356 (16)
10,00 ,00 0,1150 + 0,0252 (4)
1,77 0,0675 + 0,00957 (4)
11,00 0,0575 + 0,005 4)
31,00 0,0350 + 0,0129 4)
Total 0,0688 + 0,0330 (16)
total ,00 0,111 + 0,0234 (20)
1,77 0,0710 + 0,0240 (20)
11,00 0,0580 + 0,0214 (20)
31,00 0,0430 + 0,0153 (20)
Total 0,0707 + 0,0329 (80)

De acuerdo a la naturaleza de las variables (cuantitativas continuas) y a que los
datos de indice mitético (IM) no cumplen con las asunciones de distribucién normal
y homogeneidad de varianza, el analisis de asociacion o dependencia entre el IM, la
concentracion del Furadan (g/L) y la duracién del tratamiento (dias) se hizo
mediante el andlisis de correlacion de Spermean (Ver Tabla 10).
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Tabla 10. Analisis de asociacion mediante la prueba de Spermean.

indice mitotico(IM)
Concentracion (g/L) Rho de Spermean -0.726
Sig. Bilateral 0,000
N 80
Tiempo (dias) Rho de Spermean -0.072
Sig. Bilateral 0.524
N 80

En la Tabla 10 se ve claramente que existe una asociacion negativa significativa
estadisticamente (p = 0.000), entre el incremento en la concentracién del Furadan y
la depresion o disminucion del IM de las células radiculares de Allium cepa. Es
decir, se presenta una asociacién negativa, con relacion dosis — efecto (Ver Figura
8).

Asi mismo se observa que no existe asociacion lineal (p = 0.524), entre el IM y el
tiempo de tratamiento (dias), es decir, que no existe una relacién dosis — efecto.

0,125+

0,100

0,075+

Indice Mitético

0,050+

4 | Indice Mitético =0,09 + -0,00 * concentr
R-Square =0,39

0,025+

T T
0,00 10,00 20,00 30,00

Concentracion (gr/Litro)

Figura 8. Relacién entre IM y concentracion del Furadan.

Mediante el analisis de regresion lineal, se pudo inferir que la variabilidad
observada en la disminucion del IM, se debe en un 39% al incremento en la
concentracion del Furadan, quedando un 61% sin explicar, que se debe
posiblemente a factores no incluidos en el modelo experimental y/o de andlisis,
tales como errores manuales en la preparacion del plaguicida, variabilidad de la
temperatura, etc.
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Figura 9. Asociacion entre la concentracion de Furadan y la duracion del tratamiento.

En la figura 9 se presenta el indice mitético respecto al tiempo de tratamiento (dias),
para las cuatro concentraciones de Furadan. Se observa claramente que el efecto
de la concentracion del Furadan en la depresidon del indice mitdtico es
independiente del tiempo, pues la respuesta depresora del IM es practicamente la
misma para los diferentes periodos del tratamiento. El andlisis de regresion lineal
permitié concluir que la variabilidad del IM no se debia en ninguna forma al tiempo
de tratamiento aplicado en el modelo experimental.

En consecuencia, se puede concluir que el Furadan tiene efecto citotoxico para las
células de los meristemos radiculares de la cebolla (Allium cepa), expresada como
un bloqueo premitdtico (disminuciéon del IM), a medida que aumenta la
concentracion del Furadan en el rango 1.77 - 31.25 g/L.

7.4. ANALISIS DE INDICES DE FASES

En la Tabla 11, se resume la frecuencia relativa promedio o indice de fases (IF),
con su respectivo error estandar, de las células en mitosis de meristemos
radiculares de Allium cepa, correspondientes a cuatro concentraciones del Furadan
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y a cinco periodos distintos (dias) de tratamiento (Ver fotos de las fases mitéticas en
la Figura 11).

Mediante analisis de varianza factorial y prueba no paramétrica de Kreuskal Wallis,
se logré establecer que existe una diferencia significativa estadisticamente (p=
0.000), entre la frecuencia de células en las cuatro fases de la mitésis, siendo la
mas frecuente la profase (0.524), seguida de la metafase (0.218) y de la anafase
(0.160), la telofase fue la fase mitética de menor frecuencia (0.095).

La diferencia observada entre las frecuencias de las fases mitGticas es
independiente de la concentracion del Furadan y de la duracion del tratamiento; ya
qgue las interacciones respectivas (fases x concentracion y fases x duracién
tratamiento), no fueron significativas estadisticamente (Ver Figuras 12 y 13).

Figura 11. Panoramica celular de Allium cepa, bajo microscopio con objetivo 40X.
teflidas con técnica Orceina acética.

En la Tabla 11 se muestra el indice de Fases promedio (X) de células mitéticas de
meristemos radiculares de Allium cepa, con su respectiva desviacion estandar
(DE), y el numero de replicas (N), correspondientes a tres concentraciones del
Furadan y el control durante diferentes periodos de tiempo (dias).
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Tabla 11. IF de células meristematicas de Allium cepa, correspondientes a cuatro concentraciones de Furadan, y durante diferentes periodos

de tiempo.
TIEMPO CONCENTRACION INDICE DE FASE
(dias) (9/L) X+ EE n
PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

2 0.00 0.512 + 0.024 0.228 + 0.024 0.159 + 0.024 0.101 + 0.024 (4)
1.77 0.489 + 0.024 0.245 + 0.024 0.175 + 0.024 0.110 + 0.024 4)

11.00 0.436 + 0.024 0.262 + 0.024 0.175 + 0.024 0.126 + 0.024 (4)

31.00 0.464 + 0.024 0.241 + 0.024 0.177 + 0.024 0.116 +0.024 | (4)

Total repeticiones (16)

4 0.00 0.488 + 0.024 0.233 + 0.024 0.184 + 0.024 0.09450 + 0.024 | (4)
177 0.570 £ 0.024 0.184 + 0.024 0.157 £ 0.024 0.08825+0.024 | (4)

11.00 0.530 + 0.024 0.215 + 0.024 0.131 + 0.024 0.08770 £ 0.024 | (4)

31.00 0.575 + 0.024 0.225 + 0.024 0.124 + 0.024 0.07425 +0.024 | (4)

Total repeticiones (16)

6 0.00 0.532 + 0.024 0.196 + 0.024 0.163 + 0.024 0.09375 +0.024 | (4)
1.77 0.601 + 0.024 0.165 + 0.024 0.135 + 0.024 0.09875 + 0.024 | (4)

11.00 0.566 + 0.024 0.172 + 0.024 0.188 + 0.024 0.72500 + 0.024 | (4)

31.00 0.516 + 0.024 0.227 + 0.024 0.152 + 0.024 0.104 +0.024 | (4

Total repeticiones (16)

8 0.00 0.552 + 0.024 0.233 + 0.024 0.146 + 0.024 0.0680 +0.024 | (4)
1.77 0.595 + 0.024 0.206 + 0.024 0.136 + 0.024 0.0975 +0.024 | (4)

11.00 0.544 + 0.024 0.195 + 0.024 0.146 + 0.024 0.100 +0.024 | 4

31.00 0.526 + 0.024 0.204 + 0.024 0.176 + 0.024 0.09025 + 0.024 | (4)

Total repeticiones (16)

10 0.00 0.509 + 0.024 0.246 + 0.024 0.161 + 0.024 0.0835 +0.024 | (4)
1.77 0.536 + 0.024 0.214 + 0.024 0.146 + 0.024 0.0967 +0.024 | (4)

11.00 0.513 + 0.024 0.235+ 0.024 0.139 + 0.024 0.112 +0.024 | 4

31.00 0.446 + 0.024 0.232 + 0.024 0.230 + 0.024 0.09100 + 0.024 ((21.462)

Total repeticiones

(80)
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7.5. ANALISIS DE GENOTOXICIDAD DEL FURADAN.

En el andlisis del efecto genotéxico del Furadan se incluyeron las siguientes
variables.

Tabla 12. Variables para analisis de genotoxicidad.

Variable Unidad Naturaleza tipo
Aberracién cromosoémica AC Cuantitativa discreta | dependiente
Concentracion Furadan g/L Cuantitativa continua | Independiente

Tiempo dias Cuantitativa discreta | independiente

En la Tabla 13 se resume la frecuencia promedio de aberraciones cromosémicas
(X), con su respectiva desviacion estandar (DE) y repeticiones (N). La frecuencia
de Aberraciones se obtuvo identificando el numero de AC presentes en 2000
células por tratamiento.

Asi mismo, se observa claramente que no se registraron AC en la concentracion
cero de Furadan (Control negativo); es decir, que las células en crecimiento normal
(Sin Furadan), no muestran evidencias de dafio cromosomico. También se observa
un incremento significativo (p< 0.05), en la frecuencia de AC, respecto del grupo
control, para los tres tratamientos con Furadan (Concentraciones: 1.77; 11.00 y
31.00 g/L), en especial para los primeros dos (2) dias de tratamiento.

Al cuarto (4) dia del tratamiento aun se registran AC para los tres tratamientos con
Furadan, aunque con una frecuencia aproximada de 1/3 respecto de la registrada a
los dos dias.

A los seis (6) dias de tratamiento solo se registran AC, para las concentraciones
1.77 y 31.00 ¢g/L de Furadan y a los ocho (8) y diez (10) dias de tratamiento, la
frecuencia de AC es nula. Entre los tres tratamientos con Furadan no se hallo
diferencia significativa estadisticamente (p= 0.397) (Ver Figura 14).

En consecuencia se puede concluir que el Furadan a concentraciones entre 1.77 y
31 g/L, induce dafio cromosomico dependiente de la duracion del tratamiento (p=
0.33. Segun prueba No paramétrica de Kruskal Wallis).

El incremento en la frecuencia de AC es mayor durante los dos primeros dias de
tratamiento, luego el efecto inductor se reduce hacia el cuarto y sexto dia y
desaparece por completo al octavo y décimo dia (Ver dafio cromosémico en las
Figuras 15, 16, 17, 18 y 19)
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Tabla 13. Frecuencia promedio de AC, inducida en células meristematicas de raiz de
A. cepa, por cuatro concentraciones de Furadan y durante cinco periodos
(dias) de tratamiento.

Duracién de tratamiento Concentracion AC

(dias) (g/L) X +DE | N

2,00 00 0 000 (4)
1,77 0.47 0,55 (4)

11,00 0.69 0,90 (4)

31,00 0.73 147 (4)

Total 0.47 0,86 (16)

4,00 ,00 0,00 0,00 (4)
1,77 021 043 (4)

11,00 021 043 (4)

31,00 021 042 (4)

Total 0.16 0,34 (16)

6,00 ,00 0,00 0,00 (4)
1,77 0,46 0,92 (4)

11,00 0,00 0,00 (4)

31,00 0,25 0,49 (4)

Total 0,18 0,51 (16)

8,00 ,00 0,00 0,00 (4)
1,77 0,00 0,00 (4)

11,00 0,00 0,00 (4)

31,00 0,00 0,00 (4)

Total 0,00 0,00 (16)

10,00 ,00 0,00 0,00 (4)
1,77 0,00 0,00 (4)

11,00 0,00 0,00 (4)

31,00 0,00 0,00 (4)

Total 0,00 0,00 (16)

total ,00 0,00 0,00 (4)
1,77 0,23 0,50 (4)

11,00 0,18 048 (4)

31,00 0,24 0,69 (4)

Total 0,16 0,49 (16)
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Figura 14. Frecuencia de AC durante el tiempo experimental.

Cro a
resagado

Figura 15. Puente cromatinico y cromosoma resagado, observados en una
telofase tratada con 31.25 g/L de Furadan 40 X.
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Figura 16. Cromosoma resagado en anafase registrado en células de un bulbo
sometido a 15.625 g/L de Furadan 40X.

FE ™

Figura 17. Un fragmento de un cromosoma resagado. Dafio observado en anafase tardia,
en una concentracion de 31.25 g/L de Furadan. 40X.
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Figura 18. Micronucleos (Mn) visibles en Interfase:
a. Ocasionado por accién del Furadan a una concentracion de
31.25 g/L. 40X.
b. Dafio inducido en una concentracién de 11 g/L.

\.

Figura 19. Cromosoma resagado observado en una profase tardia, ocasionado por
el plaguicida en la concentracion 11g/L
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9. DISCUSION

A pesar de la recomendacién que, por diferentes medios, la gente recibe sobre los
cuidados, manejos adecuados y prevenciones que se debe tener al manipular toda
clase de sustancias, el empirismo y uso indiscriminado es mas fuerte, ocasionando
desde intoxicaciones leves hasta la muerte y contaminando el medio ambiente y
daflando a otras especies (Mahgoub,2001). Surge la pregunta, ¢Que esta
haciendo el ser humano que discierne y es inteligente a la hora de buscar
soluciones?; esta investigacion hace parte del compendio de analisis y
evaluaciones que se han realizado en torno a uno de los plaguicidas carbamatos
mas ampliamente utilizado en el mercado, de los entre comillas “ayudadores de la
agricultura”; investigando sus efectos, es como se puede hacerse una aproximacion
al dafio especifico que esta sustancia y otras, pueden estar causando al ambiente.

En primera instancia se debe tener en cuenta que los estudios realizados son todos
extranjeros y que hasta el momento, la revisién bibliografica, no arroja ningun
estudio que haya sido publicado, sobre los efectos dafinos del Furadan en territorio
Colombiano. Se desconoce si la falta de estudios se deba a la carencia de
documentacion acerca del producto, a la falta de interés, a la ausencia de casos por
envenenamiento con este plaguicida, falta de datos o datos incompletos al
presentar pacientes en centros asistenciales por envenenamientos con plaguicidas,
entre otros, que motiven o promuevan interés sobre el tema, y que conduzcan a la
erradicacion de este peligroso producto del mercado.

En la revision bibliografica se pudo encontrar que el Furadan ha sido evaluado en
diversos sistemas biolégicos, tales como peces, ratones, ratas, conejos, perros,
gatos y algunos casos de monitoreo de personas envenenadas, de los cuales se
han tomado los sintomas generales ocasionados por Furadan (Domitrovic, 2000),
encontrando en todos y cada uno de ellos, dafios de diferentes clases. Sin
embargo, existen resultados contradictorios dentro de los estudios, porque, en
algunos, el Furadan resulta téxico como en el caso de envenenamientos humanos,
asociacion con el incremento de ciertas enfermedades y supresion de enzimas
importantes para el metabolismo, (Kinoshita, H, et al, 2001; Gomes Do Espirito
Santo, ME, 2002; Zhen, T, 2001; Jeon, SD, 2001); en otros trabajos, los autores
aseguran que el Furadan ha resultado no tener efectos adversos en cuanto a
toxicidad reproductiva, teratogenicidad, carcinogenicidad y/o que la respuesta se da
por espacio de algun tiempo y posteriormente el sistema bioldgico se repone a la
intoxicacion por este carbamato durante el tiempo experimental (OSHA Hazard
Communication Standard, 2000; Domitrovic, HA, 2000).
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Revisando antecedentes sobre el Furadan, no se encontraron analisis sobre Allium
cepa o en otras plantas, de manera que los resultados arrojados en este estudio no
han podido correlacionarse con otros previos, realizados en sistemas biolégicos
similares; sin embargo, esta técnica confiable por las caracteristicas mencionadas a
lo largo del trabajo y por la correlacién hecha con otros sistemas, permite concluir
gue en realidad, el plaguicida evaluado tiene la capacidad de ocasionar toxicidad en
plantas.

En los ensayos realizados en esta investigacion con cebolla (Allium cepa), para
evaluar el efecto toxico, citotéxico y genotdxico del Furadan, se establecié que en
efecto este plaguicida ocasiona dafos a estos tres niveles.

En el ensayo de toxicidad realizado durante diez dias, se observé induccion de
cambios morfolégicos en la raiz, e inhibicion del crecimiento radicular de A. cepa, al
incrementar la concentracién del plaguicida; es decir que, a concentraciones mas
altas del Furadan, el dafio era mayor. Se demostr6 que este producto genera
efectos dafinos; estos resultados se asemejan a estudios realizados por otros
autores, donde se ha hallado toxicidad de este plaguicida en otros sistemas
bioldgicos, tales como peces, ratas, ratones y conejos, entre otros, encontrando en
estos diferentes niveles de tolerancia al compuesto y posterior intoxicacion
(Honrubia, et al, 1993; Domitrovic, HA, 2000; Baligar, PN;Kaliwal, BB, 2002; Wei
Shen, YJ, 2003).

Hasta donde se tiene analizado, este compuesto es metabolizado en forma similar,
tanto en plantas como en animales, donde el carbofuran actla sistemicamente en
plantas y, como otros carbamatos, éste se metaboliza rapidamente en animales
hasta llegar a metabolitos “menos téxicos” (Cornell University, 2002).

En la evaluacién del efecto citotdxico, se establecidé que existe una relacién dosis —
efecto. La variabilidad observada en la depresion del IM se debié en un 39% al
incremento de la concentracion del Furadan que se expresé como un bloqueo
premitético, sin importar significativamente la duracién del tratamiento.

Esto se infirid por que el comportamiento que sostuvo A. cepa fue similar en las
diferentes concentraciones de Furadan a través del tiempo de experimentacion;
este estudio se respalda con los resultados encontrados en otro analisis donde el
ciclo de células CHL era alterado y disminuido con respecto a los niveles normales
de células sin tratamiento (lon, JY, 2001).

El analisis de los efectos genotoxicos producidos por el carbofuran en A. cepa
demostrd que éste plaguicida es capaz de interactuar con el ADN de esta planta
ocasionando aberraciones cromosomicas (AC), pero sin diferencias significativas
entre los tratamientos con Furadan. Dicha induccion fue més alta al segundo dia de
tratamiento y posteriormente decrecid desapareciendo por completo al octavo y
décimo dia tratamiento. Esta observacion se correlaciona con estudios previos en
peces (Cichlasoma dimerus), donde la méaxima intensidad de efectos
histopatolégicos producidos por accién del carbofuran en el medio, se originaron
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hacia las 48 horas de exposicion y luego se presentd recuperacién de tejidos y
retorno a la actividad de la colinesterasa (Domitrovic, HA 2000).

Sin embargo, un estudio realizado mediante la administracion de carbofuran por via
oral, para analizar efectos en génadas de ratbn mostré que los dafios inducidos por
el compuesto a diferentes concentraciones, se producian en forma ascendente
hasta los 77 dias de exposicion, afectando la actividad de 3 enzimas diferentes
asociadas a la reproduccion en estos animales (Mei Sheng, YJ; 2003).

Los resultados obtenidos en este estudio en el sistema biolégico en que fue
evaluado (A. cepa), indica que es toxico, citotoxico y genotoxico, para las células
meristematicas de la raiz. En consecuencia, deben incrementarse los estudios a
nivel de otros sistemas “in vitro” e “in vivo” con el fin de obtener resultados
extrapolables a humanos que sirvan como base cientifica para promover mejores
medidas de precaucidn en su uso; e incluso, buscar su retiro definitivo del mercado.
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9. CONCLUSIONES

1. Después de evaluar una temperatura apta y clave para el crecimiento radicular
de los bulbos, se determin6 por medio de ensayos, que la temperatura adecuada a
la que debian ser sometidas las cebollas dentro de la incubadora debia estar entre
los 23 y 25°C. Ademas, se realizaron las pruebas sin luz artificial (bombillo), de esta
manera, el crecimiento radicular fue mas rapido y favorable.

2. En el ensayo para medir el tiempo del ciclo celular, se estimé que el periodo en
gue los bulbos cumplian un ciclo completo era al cabo de 20 horas.

3. En la prueba realizada para evaluar la toxicidad del Furadan, se hallaron
cambios morfolégicos, que revelaron signos dafinos de este plaguicida sobre
Allium cepa, refiriéndonos en este caso a cambios visibles en las raices con
respecto a grosor, numero, longitud, consistencia, apariencia y direccion de los
apices de las raices. lo que indic6, mediante el andlisis de datos, que este
plaguicida resulta tener actividad téxica.

4. En cuanto al grosor, las raicillas mas afectadas fueron las sometidas a los
tratamientos con mayores concentraciones de Furadan: 62.50; 31.250 y 15.625 g/L,
este tipo de alteracion se reflejé durante todo el tiempo experimental, las raicillas no
recuperaron su forma habitual y en cambio se hicieron mas robustas. El numero de
raices fue notablemente reducido en todas las concentraciones de Furadan
comparado con los controles, este efecto fue marcado al comienzo del experimento.
La consistencia de las raices, se torno mas dura y resistente al final del ensayo
(décimo dia), al realizar squash, se pudo observar estructuras celulares con
paredes gruesas y mucho mas reforzadas, comparadas con los controles. Se
observo, ademas, el cambio de direccidn de los apices de raices que salian de las
cubetas tratando de esquivar el quimico del medio de crecimiento. Este cambio fue
bastante pronunciado en los tratamientos mas concentrados de Furadan: 62.500 ;
31.250 ; 15.625 gl/L.

5. La elongaciéon de raices fue el componente mejor estudiado para estimar la
toxicidad del Furadan sobre Allium cepa, y que dio aun mas indicios del efecto
dafiino de esta sustancia. El crecimiento radicular se vio afectado con respecto a la
dosis aplicada, es decir, que a mayor concentracién del compuesto los meristemos
radiculares crecian menos.
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6. En el segundo ensayo para evaluar citotoxicidad, se establecié que el Furadan
tiene efecto citotdéxico sobre las células de Allium cepa, expresandose como un
efecto premitético (disminucién del IM) a medida que aumenta la concentracion. Se
pudo inferir igualmente, que el tiempo experimental no era influyente en la
disminucién del IM por efectos del Furadan; asi, el IM se deprimia, conservando un
patron de comportamiento constante durante el experimento.

7. Al realizar un andlisis a nivel de indice de fases, se encontr6 que la
concentracion del Furadan, en los tratamientos y el tiempo experimental, no tenia
influencia estadisticamente significativa sobre las células radiculares de A. cepa, sin
embargo, si se encontraron diferencias entre las fases. A medida que transcurria
el tiempo experimental, se observd disminucién en todos los indices de fase, en
forma similar, conservando el patron de comportamiento de un ciclo normal, pero
con promedios de indice de fases (IF) mas bajos que los de una distribucion normal
(profase>metafase>anafase>telofase). Esto permite concluir que el Furadan no
alter6 significativamente el IF del ciclo de células radiculares de Allium cepa.

8. En la prueba para evaluar la genotoxicidad del Furadan, se determind que a
concentraciones entre 1.77 y 31 g/L, se provocé dafio cromosomico dependiente de
la duracion del tiempo (p= 0.033),en especial para los primeros dos dias de
tratamiento, a diferencia del control (concentracion 0.0 de Furadan), donde no se
evidenciaron dafnos.

El comportamiento de las AC, con relacién a las diferentes concentraciones se
presentd en forma similar en todos los tratamientos. Esto permite concluir que el
Furadan es capaz de interactuar con el ADN de A. cepa, permitiendo inferir que
esta sustancia causa dafio genotdxico.

9. Por ultimo, con respecto a los efectos en general del Furadan, se puede deducir
gue esta sustancia utilizada por los agricultores Caucanos, es un producto con
efectos téxicos y citotdxicos y que en cierta manera puede llegar a causar
alteraciones al interactuar con el ADN, por este motivo debe ser manipulado con
sumo cuidado y con las precauciones necesarias, mientras este producto siga en el
mercado.
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10. IMPACTO

Se espera que este informe motive a realizar evaluaciones posteriores sobre el
Furadan, que permitan establecer mas adelante dafios especificos o puntuales
ocasionados a nivel genotoxico en este sistema bioldgico o en cualquier otro, que
develen mayor informacion de la accion de este peligroso plaguicida. Lo cierto, es
gue esta clase de estudios tengan incidencia positiva y su socializacion logre
establecer politicas de educacién, prevencion, biorremediacion y/o uso adecuado
de los plaguicidas.
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11. RECOMENDACIONES

En cuanto a la técnica, se recomienda estandarizar en cada caso los protocolos
sujetandolos a las nuevas condiciones de trabajo, ya que estas tienen relevancia
para obtener resultados veraces en el estudio.

La temperatura de germinacion, los cambios de medio periédicos, la circulacion de
aire y COgz, la luz, los mecanismos de tincion, fijacion y correcta lectura de placas,
entre otros, son factores importantes que ejercen condiciones favorables o
desfavorables para el desarrollo radicular de Allium cepa, inclusive pueden llegar a
tergiversar los resultados si no se regulan adecuadamente en los ensayos.

Es recomendable realizar la medicién de longitud de las raices con metro plastico y
no cambiar de sistema de medida a lo largo del ensayo para evitar error en la
medicién y analisis de datos.

Durante todos los procedimientos se aconseja utilizar la bioseguridad (monogafas,
tapabocas y guantes), tanto en los procesos de preparado de medio con Furadan,
como en los procesos de manipulacion de bulbos con tratamiento, corte de raices y
fijacidbn con orceina acética.

Para conseguir una mejor fijacion de meristemos radiculares se recomienda no
propasar las 24 horas de fijacion en la mezcla de etanol : Acido acético (3:1) y, en
tal caso, mantener los meristemos a una temperatura de 4°C.

Por ultimo se sugiere efectuar estudios para evaluar mas a fondo el Furadan, con el

objetivo de esclarecer ampliamente los efectos de un compuesto utilizado
masivamente en el entorno.
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