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La prueba de! cometa es una excelente herramienta para evaluar dano
genético inducido por sustancias quimicas, sin embargo, salvo un estudio, ésta
ha sido exclusivamente utilizada en células animales. En este trabajo, se
empled la prueba del cometa alcalino con el propésito de detectar la presencia
de lesiones en el material genético de plantas de Agave tequilana Weber. Para
ello, se disefio una metodologia simple para la obtencién de los nucleos. Tres
grupos de plartas fueron estudiados: (a) plantas enfermas con marchitez del
agave obtenidas directamente de los cultivos, (h) plantulas sanas obtenidas por
embriogénesis somatica y (¢) plantulas sanas expuestas, por separado, a un
mutageno conccido: Etil metanosulfonato (EMS) y a un herbicida: glifosato, el
cual, es aplicado extensamente en los cultivos de agave. Todos los grupos de
plantas, incluyendo las enfermas, presentaron una diferencia estadisticamente
significativa {p<0.0001), respecto a la longitud de la cola del ADN cuando se
compararon con las plantas sanas, lo que sugiere presencia de dafio genético.
Los resultados indican que la prueba del cometa puede ser utilizada para
diagnosticar daio genético en cualquier tipo de planta no utilizadas

tradicionalments como biomonitores de genotoxicidad.
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The comet assay is a valuable tool to assess for genetic damaged
induced by chemicals. However, except for one report, this test has been used
in animal cells only. In this study, the alkaline comet assay was used in order to
detect the presence of damages in genetic material of Agave tequilana Weber
plants. To do this, a simple methodology was designed to obtain the nuclei.
Three groups of plants were studied: (a) diseased plants directly taken from
crops; (b) healthy plants taken by somatic embriogenesis; and (c) healthy
plants exposed separately to one well known mutagen, namely ethyl methane
suphonate and to glyphosate, a herbicide. Glyphosate is widely applied to
agave crops. All plant groups, including the sick plants, showed a statistically
significant difference (p<0.0001) in respect to the tail length, when compared to
healthy plants. The results indicate that the comet assay may be used to test to
probe genetic damage in any kind of plants not traditionally used as
genotoxicity biomonitors.
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La informacidén genética para el desempefio de todas las funciones
vitales d= un ser vivo esta codificada en los genes, los cuales, pueden sufrir
modificaciones debido a la influencia de agentes fisicos y quimicos. Estas
modificaciones o mutaciones conducen a la formacién de productos genicos

alterados que pueden causar anormalidades geneticas en l0s seres vivos.

Muchas de las sustancias encontradas en la naturaleza o producidas
por el hombre son capaces de producir mutaciones. Actualmente, existen
aproximadamente 5 millones de sustancias diferentes y una gran parte estan
en contacto con los seres vivos incluyendo el hombre. En adicién a los
agentes guimicos, los agentes fisicos como las radiaciones contribuyen a
aumentar el riesgo genético. Uno de los grupos de sustancias quimicas gue
represenian mayor riesgo desde el punto de vista genético, son los
pesticidas, muchos de ellos han mostrado actividad mutagénica vy
carcinogénica. Algunos han sido prohibidos mientras que a otros se les

considera de poco riesgo: el glifosato, por ejemplo.

La planta Agave tequilana Weber posee enorme importancia para el

estado de Jalisco y en general para México. A ultimas fechas, los cultivos de

esta planta se han visto atacados por una enfermedad denominada

‘Marchitez_del Agave” cuya eticlogia no estd bien determinada. Existe la

posibilidad de gue la enfermedad esté vinculada con el desmedido uso de

pesticidas. Otras lineas de investigacion atribuyen la enfermedad a la

accion de hongos, bacterias, etc.

En este trabajo se evalud la presencia de dafios genéticos en las
células de Agave tequilana Weber enfermas, y en plantas sanas expuestas

a diversas sustancias quimicas.



Para la evaluacién de dafio genético se utilizd la prueba llamada
“Ensayo del Cometa Alcalino” o “Prueba del Cometa”, hubo que desarrollar y
estandarizar la metodologia para llevarla a cabo. Los resultados revelaron
la presencia de ADN danado en las células de plantas enfermas y en

las expuestas a glifosato y al mutédgeno EMS ( etil metano sulfonato).



ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

Agave tequilana Weber

Esta planta forma parte de la familia Agavaceae, endémica de América y
distribuida en el sur de Canada, México, Centroamérica, en el norte de
Sudamérica y en algunas islas del Caribe (Garcia y Galvan, 1995). Esta
familia ha tenido constantes cambics en su ciasificacién, y algunos autores
consideran sus miembros en ofras familias, como las lilidceas y las
amarilidaceas ( Garcia y Galvan, 1995). Estudios recientes acerca de su
origen y parentesco con otras plantas concuerdan en que la familia
agavaceas puede estar representada por dos subfamilias: las yucas

( Cuccoideae )y los agaves ( Agavoideae) (Garcia y Galvan, 1995)



En Jalisco, se reconoce al Agave tequilana Weber como “el mezcai
tequilero”, debido a la importancia de la planta para su uso en la obtencion

de la bebida nacional: el tequila.

Los agaves de Jalisco presentan una gran variedad, y su uso es muy
variado, asi tenemos el Agave salmiana, Agave americana var. Americana
y el Agave hookeri, parala obtencién de agua miel, ademas de que sus

pencas pueden ser utilizadas para la coccidn de la barbacoa (Valenzuela,
1998).

Del Agave angustifolia en sus diferentes formas, se puede obtener
mezcal, mientras que del Agave inaeqtidens se obtiene una bebida que se

conoce como raicilla ( Valenzuela,1998).

La palabra agave significa en latin “admirable” y fue a partir del Agave

americana que el botanico Carlos Linneo, describié el género en 1753.

El género agaveideae se divide en los subgeneros: Agave, con
inflorescencia y panicula o umbelada, y Littae, en forma de espiga o

racimosa ( Valenzuela, 1998)

El Agave tequifana Weber, es una planta surculosa que extiende
radialmente de 2.2 a 2.8 metros sus hojas. Su tallo es grueso, corto de 30 a
50 centimetros son lanceoladas, acuminadas y de fibras firmes, casi siempre
rigidamente estiradas, concavas de ascendentes a horizontales. Lo mas
ancho de las hojas se encuentra hacia la mitad y son angostas y gruesas
hacia la base, generalmente de color glauco azulado o verde grisaceo. El
margen de las hojas es recto a ondulado o reptando; los dientes
generalmente son de tamano regular y espaciados irregularmente, en su
mayoria de tres a seis milimetros de largo a la mitad de la hoja. Los apices
de los dientes son delgados, curvos o flexos desde poca altura de la base
piramidal ( Valenzuela, 1998).



Los dientes son de color café claro a obscuro, de uno a dos centimetros de
separacion, raramente son remotos o largos. La espina generalmente es
corta de uno a dos centimetros de large, raramente es larga achatada o
abiertamente surcada de arriba. Su base es ancha, cafe oscura decurrente o
no decurrente. La inflorescencia es una panicula de cinco a seis metros de
altura y densamente ramosa a lo largo con 20 a 25 umbelas largas difusas
de flores verdes y estambres rosados. Las flores son de 68 a 78 milimetros
de largo con bracteolas sobre los pedicelos de tres a ocho milimetros de
longitud. El ovario es de 32 a 38 mm de largo, cilindrico con cuello corto,
inconstricto, casi terminado en punta sobre la base. El tubo floral es de diez
milimetios de ancho, funiforme y surcado. Los cépalos son desiguales de 25
a 28 milimetros de longitud por 4 milimetros de ancho, lineares, erectos pero
rapidamente fiojos en la antesis, cambiando entonces a cafesosos y secos.
Los filamentos miden de 45 a 50 milimetros de largo doblados hacia adentro
junto al pistilo, insertos de siete a cinco milimetros cerca de la base del tubo;
las anteras son de 25 milimetros de largo. El fruto es una capsula ovada o

brevemente cuspidada (Figura 1).

El Agave tequilana Weber, tiene como caracteristicas primordiales o
distintivas: intenso color azul de sus hojas, lo prolifico en hijuelos de rizomas

y, sobre todo, sus magnificas cualidades para la elaboracién de tequila.

El Agave angustifolia, es mas parecido al Agave tequilana Weber. Se
diferencia en que la cabeza del primero es mas pequefa y de forma
redondeada (Valenzuela, 1998).

Metabolismo del Agave

La mayoria de las plantas fijan el bioxido de carbono durante la
fotosintesis en presencia de luz solar. Bajo estas condiciones, los estomas
se encuentran abiertos y presentan grandes pérdidas de humedad. Algunas
plantas que evolucionaron en condiciones de poca humedad modificaron su

metabousmo con la finalidad de ahorrar agua. Asi, los estomas: orificios
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microscopicos de las hojas, sélo se abririan con la oscuridad para tomar el
bioxido /e carbono y se cierran durante el dia. Este tipo de metabolismo se
encontré por primera vez en plantas de la familia de las Crassulaceae y se
llamo metabolismo acido crasulaceo y las plantas que lo presentan se les
denomina CAM (crasulaceae acido metabdlico). Los agaves, nopales vy
otros tipos de plantas, realizan este tipo de metabolismo, guardan el biéxido
de carbono fijado en la oscuridad en forma de acidos organicos, por lo que
experimentan un aumento en la acidez de sus tejidos durante la noche.
Segun evidencia reciente, este metabolismo es un mecanismo de
adaptacion que facilita la fotosintesis en zonas aridas. Lo anterior se
observé de Agave tequilana Weber ( Novel y Valenzuela, 1987). Estos
mismos autores constataron que el Agave tequilana Weber es una planta
tipo CAM. Dicho patron es referido al intercambio de vapor de agua y bidxido
de carbono durante las 24 horas del dia, y se incrementa durante la noche,
como se espera en una planta tipo CAM.

Las condiciones del clima y del ambiente en general afectan las
funciones de las plantas. La ecofisiologia estudia el funcionamiento de las
plantas y la forma en que el ambiente lo afecta. Para conocer el efecto de la
humedad, la temperatura y la radiacion solar, necesaria en la fotosintesis
de Agave tequilana Weber, se estudié durante un afio su crecimiento en
campo y su desarrollo en camaras de crecimiento bajo condiciones
controledas de laboratorio ( Novel y Valenzuela, 1987 ). Los resultados
indican que durante los meses de junio a noviembre las condiciones de
humedad en la regién de Tequila, fueron favorables para el cultivo. Esto
concuerda con el periodo de lluvias en la region y con el almacenamiento de
humedad en el suelo. En cuanto a la temperatura, éste fue un factor
igualmente aceptable durante casi todos los meses. Sin embargo, las altas
temperaturas presentes de mayo a junio y las bajas de diciembre a enero

originaron una reduccion en la productividad de la planta.



El Agave tequilero, se propaga por via sexual en forma de semillas,
pero también por hijuelos, por rizomas y por bulbillos: pequefios hijuelos de

la inflormscencia o quiote. Las dos Ultimas vias son asexuales.

La via sexual, o sea por semillas verdaderas, no es utlizada
comunmente, pues suprime la floracion del cultivo. Las semillas tienen bajo
porcentaje de germinacién, su crecimiento es lento y las plantulas

resultantes son muy heterogéneas para ser utilizadas en el cultivo.

Los hijuelos de rizomas, son usados comunmente para el
establecimiento de poblaciones. Esta ha sido la tnica forma de propagacion
gue se ha venido practicando durante mucho tiempo ( mas de doscientos
afios). La ventaja de esta forma de propagacién es la rapidez y cantidad con
que se obtienen las plantulas. Los bulbillos son hijuelos pequefics que
emergen en el quiote, junto con las flores no fecundadas que caen
posteriormente sin  formar frutos. Estos hijuelos no se utilizan en la
propagacién de material vegetativo para plantacion. Valenzuela, 1998; utilizé
dos métodos para inducir la produccién de buibillos en el agave azu!: con el
corte de botones florales y con la eliminacién de anteras, comparé a ambos
con una planta testigo o control. Sus resultados fueron una mayor
produccion de bulbillos con los tratamientos de induccion: 150% de hijuelos
en el primero y 58% mas en el segundo y ademas el tamafo de los bulbillos
de los tratamientos de induccidn fue mayor. Nueve meses después de la
floracidén, las plantas inducidas a la produccién de bulbillos formaron

plantitas de 14 centimetros de longitud y hasta 2.5 centimetros de diametro

de cabeza.

La investigacion sobre la micropropagacién de agave ha proliferado en
numerosos trabajos con objetivos variados. Por citar un ejemplo, durante el
periodo de escasez de agave, en los afios ochenta, se ofrecid este camino
como una propagacion masiva, pero los costos la eliminaron como

alternativa viahble.



En la actualidad se propone la micropropagacién como un medio para

el mejoramiento genético { Rendén, 1991 ).
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Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica puede ser producida indirectamente en
cultivos de células o en tejidos desorganizados. La verdadera embriogénesis
indirecta requiere la diferenciacion celular a partir de células no
diferenciadas extraidas de un callo, para asi, poder tener cierta certeza de'

que las células podran seguir el camino de la embriogénesis.

La embriogénesis somatica tiene un origen necesariamente celular,
se ha discutido sobre si su origen viene de células no diferenciadas o de las
diferenciadas, de cultivos desorganizados u organizados. Por otra parte la
ontogénesis ( desarrollo anatdbmico del embrién ) ha sido estudiada en
detalle en diferentes especies , por ejemplo: el embrién puede ser distinguido
a partir de un retono fortuito por ser bipolar, teniendo ambos un brote
vegetativo y una raiz con una venacion similar a el embridén zigdtico.
También pueden no tener coneccidn vascular con el tejido parental en
cambio In brote puede inducir la formacién de los tejidos de conduccién
procambial en el tejido materno. En la embriogénesis somatica siempre se

presenta enraizamiento superficial { Normura. Et al., 1990)

Es generalmente reconocido que la embriogénesis somatica esta
formada a partir de células, las cuales, son caracteristicamente
meristematicas, dando entonces diferentes células paranquimatosas
encontradas en el callo o la suspension del cultivo. Estas tienen un

citoplasma denso, un nucleo grande y muchos granos o vacuolas con

almidén

Ha sido claramente mostrado que [a embriogénesis somatica se
puede iniciar a partir de una célula individual; directamente sobre un tejido
de callo,suspension celular, o a partir de protoblastos ( Hepler et al., 1985);

y a partir de celulas mecanicamente aisladas {(Normura, etal., 1990 ).



Un cambio en el plano regular de la divisién celular es unc de los
primeros indicios de que una formacion embriogenética se esta dando en el
tejido o cultivo ( Hepler et al., 1985 ). Donde la embriogénesis se origina a
partir de una célula individual, una divisidn desigual periclinal resulta en un
pequefio enriquecimiento citoplasmatico (en la célula terminal) y una vacuola
larga en otras células (suspensoras). En algunos cultivos, las células basales
no se dividen posteriormente, pero en ciertas circunstancias pueden llegar a

ser células potencialmente originarias.
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Agentes quimicos y fisicos con actividad

genotoxica

El desarrollo de las sociedades modernas se acompana
ineludiblemente, con el uso de una gran cantidad de compuestos quimicos.
Existen mas de 5 millones de sustancias y se desconocen los efectos de

muchas de ellas ( Grimler, 1983 ).

Se ha calculado gue un ser humano comun puede estar expuesto, de
manera cotidiana, a un promedio de 35,000 agentes quimicos diferentes,
gran parte de ellos figuran como ingredientes de mezclas, poivos, efc.. y

muchos han sido descritos como mutagénicos ( Heflich, 1991)

Existen varios grupos de sustancias potencialmente peligrosas desde

el punto de vista genético, por mencionar solo algunas:

Farmaceéuticas

No se puede negar la importancia de los productos farmacéuticos
para el tratamiento de enfermedades, no obstante, en ios Ultimos afios se ha
dado una atencion especial a los peligros de la medicacion. Ciertos tipos de
medicamentos o su administracion simultanea asi como la

automedicamentacién dan lugar a consecuencias inesperadas ( Ishidate,
Harnois, Sofini, 1988)

Se sabe que algunos farmacos y hormonas pueden producir cancer
( Higginson 1975, Hoover y Fraumeni 1875).



Plaguicidas

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en todo el mundo a
pesar de que muchos de ellos han provocado dafios ecoldgicos sin
precedentes ( DDT, Aldrin, Dieldrin ) debido principalmente a su baja tasa
de biodegradabilidad. Aunque estos compuestos han sido ya prohibidos,
muchos otros contindan en uso. Practicamente ningun pais escapa a la
problematica generada por los pesticidas: el 1,2 dibromo-3-cloropropano,
insecticida organoclorado, se ha detectado como contaminante en pozos de
agua en el area metropolitana de Fresno, California ( Grella et al. 1994, Zou
et al. 1995, Kloos 1996 ). México tampoco es ajenc a este tipo de
problemas y algunos estudios recientes los ejemplifican: piaguicidas
organoclorados se detectaron en aguas de riego en el Valle de Mexicali
( Carrillo-Cedilio y Vélez  1986). Varios tipos de pesticidas fueron
encontrados en camardn capturado en granjas acuicolas del centro de
Sinaloa y en el puerto de San Blas, Nayarit { Ramirez et al. 1996), otros
plaguicidas organoclorados se encuentran como contaminantes en leche
materna de mujeres que habitan en zonas cercanas a Veracruz
(Waliszewski et al. 1986 ). Los efectos directos de los plaguicidas en el
hombre comprenden dafios que van desde simples irritaciones epidérmicas
hasta envenenamientos, mutaciones genéticas, cancer y finalmente la
muerte ( Gomez -- Arroyo 19927 Moses 1992 ).

Emisiones gaseosas y particulas

Estas sustancias contienen ( hidrocarburos, mondxidos, y bidxidos de
carbono, por mencionar algunas), son el producto de la combustion y de la
actividad industrial y automovilistica. Se ha demostrado darfio genético
inducide por hidrocarburos aromaticos policiclicos en Drosophila

melanogaster (Frélich y Wurgler, 1990). Los productos de combustién disel



y las particulas suspendidas en el aire, también mostraron capacidad
mutagénica en bacterias { Atherholt et al. 1984, Crebelli et al. 1995,
Villalobos Pietreni et al. 1994). La interaccion quimica de estas sustancias en
la atmosfera tiene efectos perjudiciales para la salud, el cancer es uno de
ellos { Frolich, Wirgler, 1990)

Hasta la fecha, existe evidencia de que 2,800 sustancias industriales
( TARC 1987 ) son carcinogénicas para el hombre. En su mayoria se trata de
carcindgenos ocupacionales o bien dispersos en el ambiente, asi como
farmacos empleados en la quimioterapia del cancer, que paraddjicamente
(salvo en algunos casos donde no se ha logrado reproducir el modelo de
exposicion humana ) son capaces de inducir cancer en animales de
experimentacién ( Shelby, 1988 ). Es importante hacer notar que la
concentracidon presente de las sustancias contaminantes en cada regién

depende de las caracteristicas socioecondmicas que en ella prevalecen.

Aunque no cabe duda que muchas sustancias acarrean beneficios a
la humanidad, otras han provocado prejuicios severos. Un agente quimico
ingresa al medio y después, a ftravés de diversas vias, penetra a un
organismo vivo, tal es el caso de los fertilizantes, los plaguicidas y los
herbicidas que son aplicados directamente al ambiente ( Gémez- Arroyo et
al. 1992b, Moses 1992 }, otros como los dxidos de azufre, de nitréogeno, el

plomo y los hidrocarburos aromaticos policiclicos aparecen en los procesos
de combustion ( Molina 1990 ).

Rayos X

Entre los agentes fisicos se tiene a los Rayos X, estos fueron
descubiertos por Miller en 1927, desde entonces se ha acumulado
informaciéon sobre la induccidn de mutaciones génicas y variaciones

estructu ales por este agente fisico. En este sentido, Drosophifa



melanocaster constituye el modelo bioldgico usado con mayor frecuencia.
Generalmente se irradian los machos con ciertas dosis. Las mutaciones
producidas por irradiacidon son con frecuencia letales, mientras que las
mutaciones con efecto fenotipico aparente son sélo la décima parte de las
letales ( Lindsley y Grell, 1968 ). |

Rayos ultravioletas

Los rayos ultravioletas inducen mutaciones de tipo puntual vy
cromosdmicas ( Griggs y Bender, 1973 y Meltz 1991 ), pero tienen el
inconveniente de que poseen muy poca penetracidn, por lo que se usan con
mas ventaja para irradiar bacterias, esporas de hongos o polen de plantas,
como es el caso del maiz. Asi gran cantidad de mutantes obtenidos en
Neurospora y en diversas levaduras se han inducido por medio de radiacion

ultravioleta,

Ultrasonido

Las ondas ultrasénicas han resultado capaces de inducir mutaciones
{ Barnett, 1982, Ciaravino et al. 1986 }. Una frecuencia de 400,000
vibraciones por segundo produjo mutaciones letales en Drosophila
mefanogaster ( Ciaravino et al. 1986). asi como, variaciones estructurales en

los cromosomas sométicos de varias plantas ( Meltz, 1991).
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Fluorescencia

La radiacion fluorescente, es capaz de inducir formacion de linfomas
en células de raton ( Jacobson et al. 1978 ) sin embargo, existe muy poca

informacion acerca de este tipo de radiacion.

Bioensayos geneticos

Los estudios epidemiolégicos pueden aportar evidencia respecto a
que un agente induce mutaciones heredables en humanos, sin embargo, es
dificil ohtener tales datos debido a factores como: variabilidad genética
humana, ndmero reducido de hijos, tiempos prolongados entre las
generaciones, etc. Ademds, los estudios epidemiolégicos aportaran la
informacion una vez que ha ocurrido el dafio genético, por lo tanto, el
sistema mas adecuado para detectar actividad mutagenica sera aguel que
localice a los mutagenos antes que estos manifiesten sus efectos en los
seres humanos. Por [o anterior, resulta apropiado basarse en datos
obtenidos en sistemas experimentales ( bioensayos ) sobre otros
organismos, tanto procariotes como eucariotes, siempre que estan
expresadas claramente las limitaciones y las diferencias en el metabolismo

y en los sistemas de reparacion del ADN ( Liy Loretz, 1991 ).

Otros autores opinan que tales diferencias no son tan evidentes y que
los resultados pueden extrapolarse inclusive al hombre, de tal suerte que,
este tipo de estudios han sido recomendados a la Organizacién Mundial de
la Salud (Grant, etal 1994 ).

Los bioensayos genéticos cumplen cabalmente con su papel de
biomonitores al detectar la presencia de mutagenos ( aunque no siempre

resulten mutagénicos en el hombre ), por ello, no es requisito indispensable



gue los bioensayos se realicen en células humanas, sin embargo, pueden

hacerse la comparacién con un alto grado de certeza ( Grant, et al. 1994 ).

En muchos paises se ha establecido el requisito de ensayo ( agudo o
de corto plazo y crénico o de largo plazo ), asimismo, se han fijado normas y
niveles de tolerancia y se han desarrollado una serie de bioensayos de
tiempos cortos para la observacion de cambios genéticos ( cromosémicos y
génicos ). Son varios los usos de estos bioensayos: 1 busqueda de
productos ambientales con actividad carginogénica, 2 identificacidon de
carcinogenos en fiuidos del cuerpo, 3 entendimiento de tos mecanismos de
la activacion quimica de carcindgenos y sus reacciones con el ADN, 4
prediccion de la carcinogenicidad de sustancias, aunque su interpretacion es
dificil. Generalmente, para afirmar que wuna sustancia quimica es

carcinog.2nica se requieren de dos o tres bioensayos ( Casciano, 1991 ).

Ensayos en microorganismos

Los microorganismos han sido muy utilizados en genética toxicologica.
El bioensayo de reversién de histidina en Salmonella typhimurium { Prueba
de Ames ) es usado ampliamente para correlacionar mutagenicidad y
carcinogenicidad (Ameset al. 1973 ). |

Entre los bioensayos mas utilizados con microorganismos estan: (a)
reversion de histidina en Escherichia colli (b) reversidon de histidina en
Salmonella typhimurium, (c) los ensayos en Saccharomyces cerevisiae,
basados en la acumulacién de pigmentos rojos. Las dos primeras son
usadas para medir la direccion de la mutacion que conduce a la reversion de
las cepas especialmente construidas que requieren histidina. En cuanto al
tercero, en Saccharomyces cerevisiae, las cepas ADE 1y ADE 2 forman

colonias blancas cuando hay poco suplemento de adenina, cuando estas



cepas mutan en los genes ade 1y ade 2 la levadura forma colonias rojas
(Li vy Loretz 1991 ).

Ensayos en células de mamiferos.

Debido a las diferencias en la organizacion y complejidad del genoma,
se han utilizado células animales para complementar los ensayos en
microorganismos ( Hsie et al. 1981, Heddle et al. 1983, Ishidate et al. 1988,
Kelsey 1988, Torres Bugarin 1993, Graf 1984 ). Con celulas de mamiferos
cultivadas, virtualmente todos los mecanismos de mutacidon pueden ser
estudiados (mutacién en un gen, aberraciones cromosémicas, intercambio

de cromatidas hermanas, etc.).

La observacién de cromosomas anormales es la forma mas comun
para detectar mutaciones de tipo numeérico y/o estructural ( Kelsey 1988,
ishidate et al. 1988, Salamanca 1990 ).

Ensayos en insectos

La prueba de letales recesivos ligados al sexo (LRLS ) en Drosophila
melanogaster, es uno de los bioensayos mas utilizados. En general los
resultados que son positivos en esta prueba pueden ser considerados como
validos para la prediccion de posible genotoxicidad en mamiferos ( Graf et al.
1994 ). La prueba de LRLS se basa en la ausencia de machos silvestres en
la F2 obtenidos después de que los progenitores fueron sometidos a un
tratamiento. En este caso se utilizan hembras de la linea CIB ( C= inversion

cromosoémica, 1= letal recesivo, y B= marcador ojo en barra )( Graf et al.
1994)
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Dado que tanto las células germinales como las somaticas de
Drosophila melanogaster son apropiadas para evaluar la genotoxicidad, de
manera general, ambas sirven para predecir el riesgo de genotoxocidad en
mamiferos. Se han desarrollado una gran cantidad de sistemas en
Drosoprila melanogaster capaces de detectar la mutacion y la
recombinacion somaticas ( SMART ) en diferentes o¢organos de la mosca
(Graf 1994 ). SMART hace posible la observacién de los resultados en fos

mismos individuos que se sometieron al tratamiento ( Graf et al. 1984 ).

Ensayos en plantas

En la actualidad se emplean plantas para la evaluacion y monitoreo de
diversos agentes quimicos. Estos sistemas de prueba son altamente
sensibles y hacen posible la deteccién del dafio mutagénico. Varias plantas
tienen la capacidad inherente para utilizarse como sistemas multiples de
ensayo genético. Estas plantas han tenido un papel importante en la
deteccion de nuevos mutagenos y en el desarrollo de técnicas que después
se aplicaron a ofros sistemas para el avance del conocimiento en
mutagénesis ( Grant, et al. 1994 ).

Son varias las plantas utilizadas como sistemas de ensayo genético,
entre las cuales estan Allium cepa, Arabidopsis thaliana, Crepis capillares,
Clycina max, Herdeum vulgare, Lycopersicon esculentum, Nicotiana, Pisum

safivum, Zea mays, Vicia faba, Tradescantia ( Grant, et al. 1994).

El bicensayo en Vicia faba utliza las raices para observar
aberraciones cromosomicas o intercambio de cromatidas hermanas ( Taylor
1958, Gémez-Arroyo et al. 1989). Y los sistemas de prueba en Tradescantia
en los siguientes clones 02, Ku27, 4430, Ku9, Ku20 y Ku2031 son de los
mas utilizados, ya que detectan mutaciones de tipo génico y cromosémico
(Miracle y Miracle 1967, Underbrink et al. 1973, Ma 1981, Grant 1992,
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Ichikawa 1992 ). Uno de ellos consiste en la lectura de pelos estaminales
(Ichikawa, 1981), y el otro en el andlisis de micronucleos en tétradas
(Sparrow et al. 1974). Debe mencionarse que estos vegetales son

baratos y de facil manejo.

Otros bioensayos

Las pruebas de microntcleos en vivo detectan dafio sobre los
cromosomas mediante la identificacién de fragmentos acéntricos y/o
cromosomas resagados, que al quedar fuera del nlcleo forman estas
estructuras ( Schmid 1975, Heddle et al. 1978 ). La técnica clasica de
micronucleos es ampliamente aceptada para el estudio en diferentes
especies y tejidos ( Hart y Hartley-Asp, 1983, Ma 1981, Villalobos-Pietrini et
al. 198b). Por otra parte, con la finalidad de buscar un modelo ideal de
micronucleos se estudié la frecuencia de ellos en 35 especies de mamiferos
( Zuiiga, Villalobos, Ramirez et al. 1996 ). Recientemente, una nuevo
sistema llamado Prueba del Cometa Alcalino empieza a ser ampliamente
utilizada, ya que, detecta directamente fragmentos de ADN corridos en un
microgel de agarosa; entre mayor es la cauda se intuye mayor dafo
genico ( Fairhaim et al. 1995).

Vicia faba y Tradescantia son de importancia para la aplicacion del
ensayo del cometa alcalino en plantas, siendo Vicia faba la primera planta
en la que se aplicd el ensayo, posteriormente se aplicé a Tradescantia
( Figura 2).
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PRUEBA DEL COMETA

Para la deteccion de dafo genético inducido por agentes quimicos o
fisicos, gran cantidad de pruebas en animales y bacterias las cuales
son utilizadas para este fin (Ames et al. 1973, Underbrink et al. 1973, Graf
et al. 1984, Heflich 1991, Galli and Schiestl 1995). Con estas pruebas se
determina el efecto genotéxico de un agente especifico sobre un organismo
de prueba y los resultados pueden ser extrapolados a otros organismos. El
disefo de nuevos ensayos que permitan detectar dafio genético en cualquier
organismo en el que se sospeche la existencia de anormalidades genéticas

seria relevante.

En la dltima década Narendra et al. { 1988 ) reporté una prueba
llamada prueba del cometa, utilizada para detectar dafio en el ADN de
animales a partir de células individuales. Este sistema utiliza las células
inmersas en un gel de agarosa, los cuales, después de ser lisadas son
sometidas a electroforesis y la cauda se analiza en el microscopio de
flourescencia ( Fairhaim et al. 1995 ). La prueba del cometa es ampliamente
utiizada con diversos propositos en células animales; linfocitos humanos
( Betti et al. 1994; Henderson et al. 1998 ), células sanguineas de peces
( Pandrangi et al. 1995 ), células epiteliales ( Martin et al. 1997 ), espermas
de ratdn ( Brinkworth et al. 1998), células cancerosas (Marples et al.
1998 ).

La prueba del cometa fue reportada por Koppen y Verschaeve (1996)
en Vicia faba, una planta usada cominmente como ensayo para la
deteccion de lesiones en el ADN, sin embargo, la metodologia presenta
algunos nasos criticos.

El agave mexicano: Agave fequilana Weber es una planta endémica
en Meéxico, a partir de ella se produce el tequila de ahi que tiene gran

importancia econémica ( Valenzuela, 1998 ). Para combatir las plagas, los
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agricultores han aplicade gran variedad y cantidad de pesticidas (datos de
agricultores). Recientemente, la aparicion de la enfermedad denominada
“Marchitez del Agave” de etiologla desconocida, obligd a los agricultores a
emplear mayor cantidad y variedad de pesticidas: herbamine, dlifosato
(empleado en el 80% de los cultivos), bactrol, cercobil e incluso algunos
pesticidas prohibidos por su mutagenicidad o carcinogenicidad que, en
muchos casos, los agricultores han aplicado sin una adecuada asesoria
técnica { datos no publicados). Respecto al glifosato existen en la literatura
contradicciones respecto a su actividad mutagénica: algunas sugieren que
posee actividad mutagénica y carcinogénica { Moses 1992; Rank et al. 1993
), sin embargo, la organizacion Mundial de la Salud lo considera poco téxico
(IPCS 1998 ). Por lo anterior, es importante valorar el efecto del glifosato en
las células de la planta. Por otra parte, en un esfuerzo por determinar la
etiologia de la “marchitez” se investigd, con la prueba del cometa, la
existencia de dafio genético en nucleos de células de Agave lequilana

Weber sanas, enfermas y las expuestas directamente al glifosato.



PLANTEAMIENTO
DEL
PROBLEMA
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La marchitez del agave es una enfermedad muy reciente que ha
provocado grandes dafios a los cultivos de esta planta. La etiologia no esta
bien definida; algunos autores lo atribuyen a factores climaticos o del! suelo,.
otros a hongos, bacterias, insectos etc. Una posibilidad adicional, basada en
observaciones de los productores, atribuye la enfermedad al uso desmedido
de pesticidas como el glifosato, los cuales, pudieran ocasionar dano
genético y fisioldgico ocasionando una mayor sensibilidad de la planta a
organismoes normalmente inocuos. Es posible que las plantas enfermas con
marchitez tengan ADN dafado por el uso de los pesticidas, especialmente
glifosato, el cual es el mas usado.



HIPOTESIS
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HIPOTESIS

En las células de Agave tequilana Weber con marchitez, asi como en las
células sanas expuestas a glifosato, existe ADN dafiado que puede ser

detectado por la prueba del cometa.



BIBLIOTECA CENTRAL

OBJETIVOS
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OBJETIVOS

General

1.

Evaluar {a presencia de dafoc genético por la prueba del cometa
en las células de Agave fequilana Weber con marchitez y

expuestas a glifosato.

Particulares:

1.1

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Disefar y estandarizar la prueba del cometa en las células de

Agave tequilana Weber.

Cuantificar la migracién dei ADN de nucleos sanos de Agave

tequilana Weber.

Cuantificar la migracion del ADN de nucleos sanos expuestos a

glifosato.

Cuantificar la migracién del ADN de nlcleos de plantas con

marchitez.
Establecer comparaciones de migracion.

Plantear la relacion exposicidon de glifosato, dafo genotéxico y

marchitez.



MATERIALES
Y
METODOS
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MATERIALES Y METODOS

Sustancias quimicas utilizadas

El etii metano sulfonato (EMS) fue obtenido de la marca Sigma,
mientras que el glifosato (gli), fue obtenido de su forma comercial
( FAENA ), se obtuvo de Monsanto.

Obtencidn y tratamiento de muestras de Agave tequilana
Weber

Ei tejido de estudio fue obtenido de sitios diferentes: (l) meristemos
radiculares de plantas generadas por embriogénesis somatica proporcionada
por ¢l laboratorio de biotecnologia del CUCBA, Universidad de Guadalajara,
(1) de la hipodermis (sélo en plantas con marchitez). Los meristemos
estudiados fueron: (a) testigo negativo (sin tratamiento con sustancias
quimicas), (b) testigo positive (tratados con EMS 5 mM); (c) plantas
expuestas a glifosato 0.05 %. Para el glifosato y EMS se prepararon 5 ml
de cada uno. La solucién en agua se puso en contacto por 3 horas en el
medio donde crecian las plantulas generadas por embriogénesis somatica.
Al final de este tiempo, los apices fueron cortados y lavados 3 veces con
agua dectilada. La muestra de plantas enfermas obtenida de la regién basal
de la hoja, en el nivel de hipodermis ( 0.5 g ) fue lavada con hipoclorito de
sodio y enjuagada 3 veces con agua destilada. Todas las muestras fueron
plasmolisadas a 4° C con fructosa al 13 % durante una hora y después con

fructosa al 3 % una hora ( Cocking, 1972).
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Obtencién de nicleos

Terminada [a plasmolisis, los meristemos fueron colocados en
diferentes morteros secos. 3 mi de bufer Honda (0.44 M sucrosa, Ficoll
2.5% tipo 400, dextran T-40 5%, Tris-HCL 2.5 mM ( pH 8.5 ), Mg Cl2 10
mM, R-mercaptoetanol 10 mM y Tritdn X-100 al 2.5 % } fueron afadidos a
cada muestra, .5 g.

Los nucleos fueron obtenidos al presionar verticalmente el tejido
sobre el mortero. Enseguida, 3 ml de bufer honda fueron agregados a cada
muestra. La muestra fue filtrada en una malla Mesh Nytal nylon cloth de 80
micras. Los nucleos fueron aislados del filtrado por centrifugacién vy el
sobrenadante fue desechado. El “pellet” conteniendo los nucleos fue lavado
3 veces a 1000 rpm con solucion salina fisioldgica ( NaCl 0.9% ). £l lavado
es muy importante, de lo contrario, la lisis nuclear no es posible. Finalmente,
los nlcleos fueron resuspendidos en 200 ul de solucidn salina y guardados a
—20°C hasta el momento de su uso.

Ensayc del Cometa Alcalino

La suspensién nuclear fue usada en la prueba del cometa alcalino
como describieron Koppen and Verschaeve (1996). Los cubreobjetos
fueron primero cubiertos con agarosa punto de fusién normai (NMP) al 1 %,
se permitié que solidificara y luego se retird, esta primera capa nos permite
una mayor aderencia de las capas que siguen. Después de esto, se colocod
10 ml de agarosa al 0.6% de NMP en el portaobjetos. Enseguida, 10 ml de
agarosa de punto de fusidén bajo (LMP) al 0.5% fueron mezclados con 5 pl

de ia suspension nuclear y la mezcla se colocod sobre la primera capa. Una
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tercera capa de 10 mlide ( LMP ) al 0.5% fue anadida para cubrir la segunda

capa.

Las laminillas con los nucleos fueron sumerguidas en solucién de lisis
{(NaCl 2.5 mM, Naz2 EDTA 10 mM, Tris-HCL 10 mM, sodio {auril sarcocinato
al 1%, Tritén X-100 al 1% y DMSO al 10%, pH 10) por 24 horas a 4°C.
Después de la lisis, las faminillas fueron colocadas en un sistema de
electroforesis horizontal con solucion bufer ( de aito pH ( NaOH 30 mM,
Na2 EDTA 1mM, pH 13 ) por 3 horas a 4°C. La electroforesis se llevd a
cabo por 10 minutos, 200 mA a 9 volts y una vez terminada las laminillas se
lavaron con agua destilada durante un minuto e inmediatamente tefiidas con
0.5 ml de bromuro de etidio, marca sigma ( con una dilucién de 20 yl / 1 ml),
por 15 minutos. Después, las laminillas fueron lavadas 2 veces con agua
destilade y un cubreobjetos, se colocaron sobre el gel para su observacién

en el microscopio.

La observacién de los “cometas” se realizé en un microscopio
de fluorescencia marca Reicher con un filtro de excitacién 515-560 nm.
Fotomicrografias de los nucleos fueron tomadas a 40X usando una pelicula
de color ASA 400. La migracion del ADN fue medida en micras con un
ocular graduado del microscopio. La medicion se hizo a partir del centro

del nlcleo hasta el final de la cauda.

Los datos fueron analizados con el software “Co Stat" aplicando el
analisis en un solo sentido de varianza “one way analysis of varianza"
(ANOVA ) (Ma et al. 1994 ). La significancia estadistica de las diferencias

entre los grupos controles (positivo y negativo) y experimentales fue
determinada.
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RESULTADOS

Como se aprecia en las (figuras), los nucleos de Agave tequilana
Weber fueron tenidos con orceina (Figura 3.a) y bromuro de etidio (Figura
3.b), posteriormente fueron aislados (Figura 3c) y sometidos a la prueba del
cometa (Figura 3d .y 3e). Con bromuro de etidio ila cauda de ADN es
facilmente observable y ello posibilita la medicion de su longitud en micras,
tal como se hace en el caso de células animales. La tabla | presenta la
longitud en micras de la cauda de nucleos de muestras controles, tratados
con glifosato y de las plantas enfermas con la “marchitez”. La comparacién
de los datos en cada columna mostré una diferencia estadisticamente (p <
0.001 ), lo cual, demuestra las diferencias entre los grupos estudiados.
Aungue solo se esperaban diferencias, entre el control negativo y el positivo
(EMS), tos resultados también indican fuertes diferencias estadisticamente
significativas entre el control negativo y el grupo de las plantas enfermas asi

como el de las expuestas al glifosato.

La diferencia estadistica entre las células expuestas al glifosato y el
control positivo es minima, lo que demuestra que en ambas se dio dafio
genotoxico ( tabla I). En el control negativo, el mayor numero de ntcleos
mostraron una migracion de 88-95 micras, el EMS de 150-200 micras, el
glifosato de 150-170 y el grupo de plantas enfermas de 113-125 micras
(Figura 4, graficas a,b,c,d).



DISCUSION
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DISCUSION

L.. Prueba del cometa es una valiosa herramienta que permite
evaluar el dafo genético inducido por algun agente quimico o fisico;
(Monteith and Vanstone, 1995; Pfuhler and Wolf 1996, Sram et al. 1998 ),
sin embargo, ha sido utilizada exclusivamente en células animales ( Betti et
al. 1994; Fairhaim et al. 1995, Marples et al. 1998 ). Esta prueba fue
reportada también por primera vez en células de Vicia faba (Koppeny
Verschaeve 1996) pero su metodologia posee algunos pasos criticos,
especialmente, el aislamiento de nlcleos. La metodologia utilizada por
nuestro grupo, aungue inicialmente basada en el trabajo de Koppen y

Verschaeve es mas simple: no es necesario separar los nucleos en un
gradients de densidad.

La mayoria de las pruebas de genotoxicidad han sido disefiadas para
evaluar la actividad mutagénica de un determinado agente sobre un
organismo de prueba. La prueba del cometa en Vicia faba se ha desarrollado
en el mismo sentido, sin embargo, un aspecto se ha descuidado: evaluar el
dafio genético en organismos en los que se sospechen anormalidades del
ADN, el tipo de agente quedaria ubicado en segundo término. En este
sentido, la prueba del cometa, por su naturaleza, permitiria, teéricamente,
detectar lesiones en el ADN de cualquier ser vivo y no solo en organismos de
prueba { Koppen y Verschaeve 1996 ). Debido a lo anterior, determinar el
estado «2l material genético de los cultivos de Agave tequilana Weber con
“‘marchitez del Agave’, enfermedad de etiologia desconocida, es
particularmente importante debido al uso de gran cantidad de herbicidas, sin
asesoria técnica. Uno de los herbicidas mas usado en los cultivos de agave
es el glifosato, utilizado en el 80% de los cultivos. Respecto a este herbicida,
la literatura es contradictoria: IPCS ( 1994 ) lo valida como muy poco téxico y

no genotoxico. Otros autores reportan cierta actividad genotdxica ( Rank
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et al. 1993 ) y carcinogénica { Moses 1992 ) de!l glifosato. Asi las cosas,
resultaba importante evaluar el efecto del glifosato directamente sobre las
células de Agave tequilana Weber y, al mismo tiempo, indagar la presencia
de dafio genético en células de plantas enfermas. Para lograr este objetivo
hubo que desarrollar una metodologia simple para aislar los nicleos: esta
funciono adecuadamente. Aungque esperabamos encontrar lesiones en el
ADN de las células expuestas al mutageno reconocido EMS fue sorpresivo
encontrar dafio genético en las células de plantas enfermas y las expuestas
al glifosato. Si bien, existe diferencia estadistica entre las células enfermas y
las expuestas al glifosato (p < 0.001) ambos grupos son, también diferentes
al control negativo (p < 0.0001). Aunque existe evidencia, no podemos
afirmar que en los cultivos de Agave tequilana Weber enfermas, el ADN esté
danado por el efecto del glifosato ya que otros agentes quimicos o fisicos

también podrian ocasionarlo.

Debido a que los nuevos cultivos de agave son desarrollados a partir
de los hijuelos (reproduccion asexual) los cuitivos actuales son
practicamente los mismos de hace un siglo, ello podria hacer que una
mutacién en el ADN de Agave tequilana Weber ocurrida en un hijuelo,
ocasionara una mayor sensibilidad a hongos y bacterias (Erwinia y

Fusarium ) normalmente presentes en la planta enferma con marchitez.
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Cuadro

Cuadro 1. Longitud de los cometas en micras en los grupos de

plantas estudiadas.

No. Plantulas no  Plantulas tratadas  Plantulas tratadas Plantas con
de tratadas o con con la marchitez
células control EMS al 5 mM glifosato 0.05%

1 95 150 200 113
2 90 138 150 125
3 75 175 160 125
4 75 175 170 113
5 75 138 150 138
) 73 175 150

7 70 175 170

8 73 163

9 73 150

10 88 125

11 88 175

12 88 175

13 95 150

14 97 175

I5 88

16 95

17 80

18 95

19 88

20 100

21 95

22 88

23 88

24 95

25 95

20 95

Media = 26 14 7 5
Desv. Estandar. 9.282 17.709 18.127 10.402

La comparacion entre las columnas, arrojo diferencias estadisticamente significativas ( p < 0.0001).
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CONCLUSIONES

Existe evidencia de que la marchitez del agave pudiera deberse al
efecto de algunos pesticidas que se utilizan en los cultivos, principaimente el
glifosato, ya que la prueba revela que existe dafio genético tanto en las
celulas de las plantas con “marchitez”, como en las células expuestas al
glifosato.

Aunque ia prueba del cometa se desarrolld como un sistema para
evaluar actividad genotéxica de sustancias quimicas, esta posee un gran

valor como herramienta de diagnostico del dafio genético.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, sugieren que el

glifosato es genotoxico al menos para ef agave.
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Figura 2. Flor de la planta
Tradescantia
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Figura 3.b. Células de agave tefidas
con bromuro de etidio, 10X
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" Figura 3.e. Ceta n un nucleo de agave,40X



38

Figura 4. Tablas y Graficas Distribucién de la

longitud de migracién de los nucleos en los

grupos estudiados: grupo control (a), plantas

expuestas a etilmetano sulfonato(b), glifosato (c),
y plantas enfermas (d)

Figura 4 (a). Muestras control o no tratadas. (tabla)

Numero de celulas Plantas control ( no tratadas)
Migracién en micras.
1 95
2 90
3 75
4 75
5 75
6 73
7 70
8 73
9 73
10 88
11 88
12 88
13 95
14 97
15 88
16 95
17 80
18 95
19 | 88
20 ) 100
21 95
22 38
23 88
24 95
25 95
26 95




Figura 4(a). Gréafica de muestras no tratadas o control. ( migracion del
ADN en micras).

1

Plantas control
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Figura 4 (b). Piantulas tratadas con EMS ( Etil Metano Sulfonato) al 5
milimolar ( mM). ( Migracion de la cauda de ADN en micras). (tabla)

Nimero de células NUcleos tratados con EMS al 5 mM
Migracidn en micras.
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Grafica 4(b)
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Figura 4 (c). Plantulas tratadas con glifosato al 0.05%. ( Migracion de la
cauda de ADN en micras). (Tabla)

Nimero de células Nucleos tratados con glifosato al
0.05%. Migracién en micras.

200

150

160

170
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150
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170

Gréfica 4 (c).
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Figura 4 (d). Muestras obtenidas de cultivos con la enfermedad de la
marchitez. Migracion de la cauda de ADN en micras. (Tabla)

Numero de células Plantas con marchitez
Migracién en micras
1 113
2 125
3 125
4 113
5 138
140
120
100
80
60
40
20
0
Numero de Plantas con
células marchitez
Migracién en
micras

Grafica 4 (d)
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