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Bioensayo con Allium cepa revela genotoxicidad de
herbicida con flumioxazin

Allium cepa bioassay reveals genotoxicity of flumioxazin herbicide
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RESUMEN

OBJETIVO: Analizar el potencial genotdxico de un herbicida con flumioxazin por el bioensayo Allium cepa. MATERIALES
Y METODOS: El herbicida fue probado en dos concentraciones: 0,5 g/L (concentracién indicada para el uso) y 1,0 g/L
(doble de la concentracién recomendada). Se utilizé agua destilada como control negativo y, como control positivo de
citotoxicidad, benzoato de sodio 1%. RESULTADOS: Los resultados mostraron efectos de toxicidad en ambas concentraciones
de herbicidas. Se observaron efectos de citotoxicidad en el herbicida con flumioxazina a una concentracién de 0,5 g/L,
que presenté un patrén microscopico igual al de control positivo. Los efectos de genotoxicidad se observaron en ambas
concentraciones (0,5 g/Ly 1,0 g/L) que dieron lugar a aberraciones cromosémicas en las células, mostrando que el
herbicida interfiere directamente en el ciclo celular de las células vegetales de la cebolla. CONCLUSION: El herbicida con
flumioxazina presenté toxicidad y genotoxicidad en las concentraciones analizadas y efectos de citotoxicidad solamente
en la concentracién recomendada para el uso.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the genotoxic potential of an herbicide with flumioxazin using the Allium cepa bioassay. MATERIALS
AND METHODS: The herbicide was tested in two concentrations: 0.5 g/L (as indicated for use) and 1.0 g/L (twice the
recommended concentration). Distilled water was used as a negative control and 1% sodium benzoate as a positive
cytotoxicity control. RESULTS: Toxicity effects were evidenced in both herbicide concentrations. Cytotoxicity effects were
observed in the herbicide with flumioxazin at a concentration of 0.5 g/L, which showed a microscopic pattern equal to
that of the positive control. The effects of genotoxicity were observed at both concentrations (0.5 g/L and 1.0 g/L) which
resulted in chromosomal aberrations in cells, showing that the herbicide directly interferes with the cell cycle of vegetal
onion cells. CONCLUSION: The herbicide with flumioxazin showed toxicity and genotoxicity in the analyzed concentrations
and effects of cytotoxicity only in the concentration recommended for use.

Keywords: Genoftoxicity; Allium cepa; Herbicides; Mitotic Index.

Datos del Sistema Nacional de Informacién
Téxico-Farmacolégica (Sinitox) mostraron casi 30.000

INTRODUCCION

La industrializacién y el crecimiento desenfrenado de

las actividades asociadas a la agricultura y al comercio
ha generado consecuencias perjudiciales para la salud
humana y ambiental. Diversos estudios evidenciaron
la presencia de residuos de sustancias quimicas en
los alimentos, en las aguas, en el suelo y en diversos
organismos, debido al uso indiscriminado de agrotéxicos,
que poseen propiedades bioacumulativas'?34.
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casos de personas intoxicadas por plaguicidas, en el
periodo de 2007 a 2014, equivalentes al promedio de
ocho intoxicaciones diarias. La mortalidad fue de 0,26%
(78/30.000 casos)*. Con la actualizacién de los
datos, en 2017, se producia un aumento significativo
tanto en el nimero total de casos (76.115) como en
la intoxicacién media diaria (unos 18), pero con la
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mortalidad en el mismo nivel>. En 2019, el gobierno
brasilefio liberé mas de 200 tipos de pesticidas, de los
cuales el 43% son altamente téxicos’.

Los pesticidas se pueden agrupar en dos categorias:
quimicos o biolégicos, segun la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos. Entre la categoria de
quimicos se encuentran organofosforados, carbamatos,
organoclorados, piretroides y dicarboxidos®. En este
Oltimo se encuentra el producto de este estudio,
que es de la clase de herbicidas selectivos de
accién no sistémica del grupo quimico ciclohexano
dicarboximida,  clasificacién  dicarboximida,  cuyo
mecanismo de accién se basa en la inhibicién de la
enzima protoporfirinégeno oxidasa. Tales herbicidas
necesitan ser activados por la luz para promover la
peroxidacién de los lipidos, que producen especies
reactivas de oxigeno y causan la muerte celular’. En
Brasil, este compuesto se clasifica toxicolégicamente
como clase Il y clase Ill en cuanto al potencial de
peligrosidad ambiental y se utiliza para el control de
malezas, como la cuerda de viola (lpomoea grandifolia)
y la hierba caliente (Spermacoce latifolia),en el cultivo
de soja, porotos y algodén, y Richardia brasiliensis,
en cultivos de maiz'%'". Segln la recomendacién del
fabricante, el herbicida con flumioxazin es peligroso
para el medio ambiente y, segin la clasificacién de la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cdancer
(International Agency for Research on Cancer)'?, est4
incluido en el grupo 3, por lo tanto, no carcinogénico
para los seres humanos.

Por lo tanto, la preocupacién con la exposicién a
estas clases de pesticidas se debe al hecho de que la
mayoria de estos agentes son capaces de interactuar
con el material genético de las células, causando
lesiones que no son reparables. Esta acumulacién
de dafo mutagénico causa dafos genotdxicos que
eventualmente conducen a la carcinogénesis'®. Sin
embargo, vale la pena mencionar que todos los
agentes mutagénicos son genotdéxicos y no todas las
sustancias genotdxicas son mutagénicas, precisamente
porque no todos son capaces de interactuar
directamente con el ADN'. Tofolo et al.'® advirtieron de
estos riesgos para la salud de los agricultores que estdn
sujetos a la exposicién a plaguicidas. Los profesionales
de la industria agraria son los més expuestos a estos
compuestos a la hora de manipular, diluir, preparar,
aplicar y monitorear los cultivos; sin embargo, no solo
estos, sino también los indirectamente expuestos, como
los individuos que viven cerca de los cultivos y los
miembros de la familia que entran en contacto con la
ropa del profesional que hizo uso de pesticidas'®.

Algunos ensayos de evaluacién de genotoxicidad
son capaces de detectar aberraciones cromosémicas,
intercambio de cromatidas hermanas y microndcleos,
mientras que el ensayo cometa, que es una prueba
complementaria, se utiliza para verificar el dafo
del ADN més especificamente'”'8.  El bioensayo
con Allium cepa utiliza la aparicién de anomalias
cromosémicas como uno de sus bioindicadores para
analizar los efectos tdxicos, citotéxicos, genotdxicos y
mutagénicos de un compuesto quimico en las raices

de cebolla. Fiskesjo'? destaca el uso de diferentes
sistemas vegetales en pruebas para determinar ciertos
dafos derivados de compuestos quimicos. Entre las
plantas, las especies del género Allium son las mds
utilizadas para estudios de los mecanismos bdsicos
y determinacién de los efectos de algunos agentes
guimicos. Aunque existen ciertas diferencias entre el
metabolismo de vegetales y animales, la activacién
pro-mutagénica en plantas tiene una alta relevancia,
ya que los humanos estamos continuamente expuestos
a estos riesgos al consumir vegetales tratados con
agentes quimicos?’. Dentro de este género, la Royal
Swedish Academy of Sciences cuenta con la especie
A. cepa como organismo modelo?’, ademds de ser
considerado el estdndar oro en la evaluacién de efectos
clastogénicos y aneugénicos sobre material genético??.

El compuesto elegido como control positivo en
este estudio fue el benzoato de sodio al 1%%3%2%. Un
estudio evaludé el potencial citotéxico del glutamato
monosddico y el benzoato de sodio al 1% por A. cepa
y observé toxicidad celular al reducir o incluso inhibir
el crecimiento de las raices y causar dafo celular. El
mismo estudio mostré que el estrés en las raices fue
mayor en el fratamiento con benzoato de sodio 1%,
evidenciado por la diferenciacion celular temprana?.
Este compuesto se utilizd como control positivo del
efecto de citotoxicidad y ayudé en la validacién de la
técnica en relacién con la exposicién de los bulbos a
sustancias distintas de las probadas.

Las pruebas que utilizan A. cepa tienen bajo costo
y se pueden realizar en un corto periodo de tiempo,
ayudando en estudios de prevencién y control de dafos
al medio ambiente'”. Ademds, también se destacan
porque tienen alta sensibilidad y buena correlacién
con ofros sistemas de ensayo, siendo posible realizar
varias exposiciones al mismo compuesto con fines de
monitoreo. Son pruebas fdciles que presentan un rdpido
crecimiento de las raices, ademds de la facilidad en
el andlisis, al generar un gran numero de células en
divisién?2%,

Debido a la relevancia de investigar los posibles
efectos del uso de plaguicidas y los riesgos para la salud
humana, el objetivo de este estudio fue investigar el
potencial genotéxico de un herbicida con flumioxazina
mediante el bioensayo A. cepa en dos concentraciones
diferentes.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrollé siguiendo protocolos
adaptados de Kriiger?®, y Aiub y Felzenswalb?.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Se  tilizaron  treinta  cebollas  adquiridas
comercialmente, del mismo origen y tamafio, sanas y sin
raices. Se realizé el raspado superficial de los bulbos,
que se pusieron en contacto con agua destilada, para el
crecimiento de la raiz, en vasos desechables, suspendidos
por palillos de dientes. Esta exposicién se realizé por la
mafiana, cuando hay un mayor ndmero de divisiones
mitéticas?®. Se mantuvieron asi durante 48h%32425 con
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cambios de vasos y de agua a cada 24 h para que no
hubiera proliferacién de hongos. Los horarios de cambio
se definieron desde la primera exposiciéon. Los 30 bulbos
expuestos al agua destilada mostraron crecimiento de
raices después del periodo de exposicién de 48 h.

Después de este periodo, los bulbos se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos: control
negativo (CN), con agua destilada; control positivo
(CP), con benzoato de sodio al 1%; ensayo 1, con la
sustancia de ensayo (flumioxazina) en concentracion
de 0,5 g/L (concentracién indicada para su uso); y
la prueba 2, con flumioxazina a 1,0 g/L. La muestra
se expuso durante otras 48 h. Los grupos control se
determinaron de acuerdo con la proporcién del 10%
para el numero total de cebollas probadas (N = 30),
representando aproximadamente el 30% del grupo
de prueba (N = 10), es decir, 3CP y 3CN; para los
grupos de prueba, el 40% del total de bulbos, 12 en
cada uno.

PREPARACION PARA EL ANALISIS MACROSCOPICO DE
TOXICIDAD

Al final del periodo de exposicién de 48 horas, se
realizé6 un andlisis macroscépico de la raiz. Se conté el
numero total de raices de los 30 bulbos, y se midié la
longitud de las tres raices mds grandes de cada bulbo
con la ayuda de una regla. Los resultados obtenidos en
relacién con los tamafos de las raices (en centimetros)
en las sustancias de ensayo se compararon con los
grupos de control (positivo y negativo) para determinar
la toxicidad.

PREPARACION PARA EL ANALISIS MICROSCOPICO DE
CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD

En el andlisis citotéxico, las raices medidas en
el andlisis macroscépico se colocaron en la ldmina
de acuerdo con la indicacién (por medio de una
flecha) de la direcciéon de la campana, porque esta
es la parte de la raiz con el mayor nimero de nuevas
células y divisién celular. Las raices se sometieron a
tincién orceina-acética al 2% y se calentaron en el
mechero de Bunsen para la fijacién y ruptura de la
pared celular. Las raices se lavaron con agua destilada
para eliminar el exceso de tinte y luego se trituraron
manualmente con ldmina. Se contaron 1.000 células en
cada una de las raices. El indice mitético (IM) se obtuvo
a través del total de células en divisién (profases,

prometafase, metafase, anafase y telofase) en cada
1.000 células analizadas, segin la siguiente férmula?:

NUmero de células en divisién

M= 1.000

Para el conteo de aberraciones cromosémicas
(AC), con el objetivo de analizar la genotoxicidad,
se cuantificaron  las  siguientes  anormalidades:
micronicleos,  puentes  anafdsicos,  cromosomas
retardatarios, quiebra cromosémica, anormalidades del
huso y alteraciones nucleares. El nimero total de AC
encontradas em 1.000 células fue dividido por 1.000 e
multiplicado por 100.

La presencia de micronicleos fue el pardmetro utilizado
para analizar el efecto mutagénico. La cuantificaciéon se
realizé por el nimero de micronicleos contabilizados en
1.000 células por raiz. En el estudio, esta presencia se
asocié con el pardémetro de mutagenicidad, segin Leme
y Marin-Morales?® y Carvalho et al.?’.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé utilizando el
programa SPSS v17.0. Se realizé la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Las correlaciones
de los factores que interfieren en el crecimiento de las
raices se realizaron mediante la prueba de correlacién
de Spearman's Rho. Llos andlisis de comparacion
entre los grupos se obtuvieron mediante pruebas
no paraméfricas para  muestras  independientes
(Kruskal-Wallis, para mds de dos muestras, vy
Mann-Whitney para dos muestras), considerdndolas
significativas cuando p < 0,05.

RESULTADOS
ANALISIS MACROSCOPICO DE LAS RAICES
El andlisis macroscépico se realizé de forma

descriptiva en relacién al nimero, tamafio (Tabla 1) y
aspecto de las raices.

En cuanto al aspecto, los bulbos tratados con
CP mostraron inhibicién en el crecimiento radicular
(Figura 1A).  En el tratamiento con flumioxazina
0,5 g/L (Figura 1B) no hubo inhibicién del crecimiento. Se
observaron raices endurecidas, oscuras y retorcidas, bien
como la presencia de necrosis en las puntas, en ambas
concentraciones de herbicidas (Figuras 1B y 1C).

Tabla 1 — Mediana y desvio estdndar de los grupos control y prueba, de acuerdo con el nimero de raices de cada
bulbo de A. cepa y el tamafio, en cm, de las tres mayores

Grupos NUmero de raices Tamarfio (cm)
Control negativo 25 = 3,46 (min. = 21; méx. = 27) 1,05 = 0,08
Control positivo 18 = 5,30 (min. = 14; méx. = 24) 0,32 = 0,01
Flumioxazin 0,5 g/L 27 £ 12,10 (min. = 9; max. = 44) 1,23 = 0,02
Flumioxazin 1,0 g/L 31 = 13,60 (min. = 14; méx. = 68) 1,00 = 0,03

min.: Minimo; mdx.: Mdximo.
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A: Inhibicién del crecimiento radicular tratada con benzoato de sodio al 1% (CP); B: Raices tratadas con flumioxazina 0,5 g/L; C: Anomalias, como
necrosis (flechas) y oscurecimiento de la rafz, observadas en ambas concentraciones de herbicidas.

Figura 1 — Bulbos de A. cepa luego de la completa exposicién a la flumioxazina

ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS RAICES

El efecto citotéxico de las cebollas se analizé
calculando THE (Tabla 2), el efecto genotéxico por
recuento de CA y el efecto mutagénico por recuento de
micronicleos. La citotoxicidad se calculé observando
células en todas las fases del ciclo: profases, pre

metafases, metafases, prefases, anafases y telofases?”.

la frecuencia de AC fue presentada en la
tabla 3. No se observaron AC en el grupo CN. El andlisis
microscépico de las raices en las concentraciones test
mostré6 AC como puentes anafdsicos (Figuras 2A-B),
anormalidades del huso (Figura 2C), metafase con
quiebra  cromosémica  (Figura 2D),  cromosomas
vagantes (Figuras 2E-F), metafase anormal (Figura 2G),
micronicleos (Figura 2H) y células necréticas (Figura 21).

Los grupos CN y CP no presentaron micronicleos
en 1.000 célulos contadas. Las cebollas probadas en

Tabla 2 — Resultado de los valores del IM de cada grupo

flumioxazina (0,5 g/L) presentaron un promedio de
0,1 = 0,13 (min. = 0; mdx. = 0,4), mientras que las
probadas en concentracién 1,0 g/L presentaron un
promedio de 0,3 = 0,7 (min. = 0; méx. = 0,2).

ANALISIS ENTRE LOS GRUPOS

Fueron comparados macroscépicamente, el ndmero
y el tamafo de las raices de cada grupo. Hubo
asociacién entre las sustancias probadas y el tamafo
de las raices cuando analizadas entre todos los grupos
(p = 0,03). Sin embargo, no hubo asociacién entre el
nimero de raices y las sustancias probadas (p = 0,06)
(Tabla 4).

Microscépicamente, el IM fue comparado entre los
grupos (Tabla 4). Se demostré el efecto citotéxico del
herbicida con flumioxazin en la concentraciéon 0,5 g/L por
la diferencia significativa encontrada, cuando comparada

al CN.

Grupos

IM (media = desvio estédndar)

Control negativo
Control positivo
Flumioxazin 0,5 g/L

Flumioxazin 1,0 g/L

0,0003 = 0,0005 (min. = 0; max. = 0,0001)
0,0036 = 0,005 (min. = 0,00008; max. = 0,007)
0,0033 = 0,0037 (min. = 0,00016; max. = 0,012)

0,0020 = 0,0041 (min. = 0; méx. = 0,01)

min.: Minimo; mdx.: Mdximo.

Tabla 3 - Frecuencia de AC entre los grupos

Grupos

AC (media = desvio estdndar)

Control negativo
Control positivo
Flumioxazin 0,5 g/L
Flumioxazin 1,0 g/L

0,0002 + 0,00021 (min. = 0,00005; méx. = 0,00035)

0,01 £ 0,01 (min. = 0; méx. = 0,0002)

0,00004 + 0,00005 (min. = 0; méx. = 0,00016)

min.: Minimo; méx.: Méximo; Sefal convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero, no resultante de redondeo.
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Aumento de 40 veces. A-B: puente anafésico (flecha); C: anomalias del huso (flecha); D: metafase con quiebra cromosémica (flecha); E-F:
cromosoma errante (flecha); G: fase anormal cumplida; H: microntcleo (flecha); I: células necréticas.

Figura 2 — Células meristematicas de A. cepa tratadas con flumioxazina en concentraciones de 0,5y 1,0 g/L

Entre los grupos, hubo una diferencia estadisticamente
significativa en relacién con la presencia de AC en
comparacién con la CN (p = 0,04). La AC encontrada
en el herbicida con flumioxazin 0,5 g/L mostré esta
diferencia en comparacién con la CN (p = 0,002),
asf como en la concentracién de 1,0 g/L (p = 0,013).
Estos resultados sugieren genotoxicidad herbicida
porque intervienen en el nimero de AC observadas en
comparacién con el grupo CN (Tabla 4).

En cuanto a la mutagenicidad, aunque se observé
la presencia de micronicleos en ambas concentraciones
ensayadas, no fue posible observar efecto mutagénico,
ya que los resultados estadisticos no fueron significativos
(p > 0,05). En la comparacién de la cantidad de
micronlcleos encontrados en los grupos CP y CN
con los grupos de prueba, tampoco hubo diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) (Tabla 4).

DISCUSION

El herbicida con flumioxazina fue elegido porque es
utilizado por agricultores de la regién de la Zona da
Mata, en el estado de Minas Gerais, principalmente
en cultivos de soja y porotos'?. El estudio mostré que
el herbicida, en ambas concentraciones probadas,
era téxico para las rafces al causar cambios en las
células vegetales analizadas aqui, como necrosis en las
puntas.

En el andlisis microscépico, fue posible verificar
que el herbicida con flumioxazina, a la concentracién
recomendada para su uso (0,5 g/l), presentaba
signos de citotoxicidad. Ademds, se verificaron los
efectos de la genotoxicidad en ambas concentraciones
probadas, ya que causé AC en las células de
cebolla.
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Tabla 4 — Andlisis general entre los grupos probados

Andlisis macroscépico

Andlisis microscépico

Grupos Tamafo IM AC Micronicleos
N° de raices (cm) (andlisis de efecto (andlisis de efecto (andlisis de efecto
citotdxico) genotéxico) mutagénico)
Control negativo 25 1,05 0,0003 _ _
Control positivo 18 0,32 0,0036 0,0002 -
Flumioxazin 0,5 g/L 27 1,23 0,0033 0,01 0,1
Flumioxazin 1,0 g/L 31 1,00 0,0020 0,00004 0,3
Si
3Estadisticamente No Si, entre todos los lSl ' ' CN x Flurrjoxozm2 No
ianificante? (o = 0,06) grupos CN x Flumioxazin 0,5g/L(p=0,002) (0 > 0,05)
s'9 ' ' (p = 0,03) 0,5g/L(p=0,018 yCN xFlumioxazin '

1,0 g/L (p = 0,013)

Sefal convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero, no resultante de redondeo.

Aunque se observaron micronicleos en las
concentraciones probadas, no se encontré significacion
estadistica en comparacién con los grupos CN y CP. Los
microntcleos pueden originarse espontdneamente, por
lo tanto, se deben realizar mds estudios para verificar su
formacién.

El hecho de que este herbicida presentara un efecto
citotdéxico y genotdxico muestra la  importancia de
monitorizar estas sustancias quimicas y sus efectos sobre
los organismos vivos, ya que los cambios provocados
a nivel molecular afectaron directamente al material
genético de la muestra analizada.

La prueba de A. cepa ya se ha utilizado en varios
andlisis, como en la evaluacién de la genotoxicidad
de farmacos®, infusiones de plantas medicinales® vy
en lo evaluacion de la calidad del agua de rio®. Se
trata de una prueba que, cuando sea necesario, puede
complementarse con la prueba cometa en el andlisis
de fragmentacién de ADN de las células, de forma que
los efectos encontrados se asocien adecuadamente
y se investigue su causa. Se sugiere que la prueba
cometa se realice para complementar las pruebas de
genotoxicidad, y que se agregue un mayor nUmero de
bulbos para los controles, para aumentar la potencia
estadistica en la comparacién entre los grupos.

Kriger?® y Leme y Marin-Morales?® consideraron

la inhibicién del crecimiento radicular como un
efecto téxico. En el presente estudio, se analizaron
dos factores para determinar la toxicidad: el cambio
en el tamafo/nimero y la AC de las raices. El efecto
toxico puede ser enmascarado por la presencia de
macronutrientes inorgdnicos (por ejemplo, nitrégeno
y fosforo), lo que resulta en el alargamiento de las
raices de la cebolla®'. Sin embargo, la determinacién
del efecto téxico se basé en la presencia de AC,
como necrosis, raices distorsionadas y oscurecidas,
observadas en el tratamiento con flumioxazina en
ambas concentraciones.

Las plantas tienen mecanismos de autodefensa que
pueden debilitarse cuando se exponen a situaciones
de estrés ambiental. Por lo tanto, el uso excesivo de
pesticidas, ademds de no siempre disuadir a las plagas,
puede causar la aparicién de enfermedades en las
plantas. Asi, el herbicida como agente estresor puede
ser perjudicial para las raices, provocando cambios
radiculares y la muerte prematura de las mismas®?.

la citotoxicidad se analizé mediante la
determinacién del IM, que se utiliza como biomarcador
de proliferacion celular midiendo la  proporcién
de células divididas en las diversas fases del ciclo
celular®®. El presente estudio identificé citotoxicidad
a una concentracién de 0,5g/L al presentar
diferencias estadisticamente significativas en el IM en
comparacién con el grupo CN. Tanto el aumento como
la disminucién de este indice indican citotoxicidad:
el aumento sugiere un trastorno celular al causar la
multiplicacién de las divisiones celulares; y la reduccién
indica dafio en el ADN, lo que lleva a una parada del
ciclo celular en un intento de repararlo®. Hubo una
asociacién del IM con el herbicida a una concentracion
de 0,5g/L y la CN cuando se asocié con AC
(p = 0,018), lo que sugiere que cuanto mayor el IM,
mayor es el nimero de AC.

Cabe destacar que el aumento del IM puede estar
relacionado con el aumento del tamafo de la rafz. Dos
estudios encontraron el mismo efecto al analizar la
citotoxicidad de las aguas de los rios, sefalando que
cuanto mayor es el IM, mayor es el tamafio de la
raiz®*3>. Asimismo, varios estudios lo han demostrado,
observando que la disminucién de este indice también
causa inhibicién del crecimiento radicular?®35:3¢,

la presencia de AC se asocié con el efecto
genotéxico. Las sustancias genotéxicas no siempre
interactéan directamente con el ADN. Sin embargo,
aquellas capaces de causar esta interferencia inducen
dafio al material genético en las células a través
de interacciones con la secuencia y estructura del
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ADN. Estas anomalias cromosémicas en las células de
A. cepa son un pardmetro eficiente para la investigacion
del potencial genotdxico de los compuestos quimicos, ya
que proporcionan informacién que debe considerarse
esencial en el proceso de carcinogénesis?®. Los agentes
genotdxicos son capaces de actuar ampliamente sobre
la célula, ya sea en la organizacién de sus orgdnulos
o de sus compartimentos, ademds de provocar cambios
que pueden afectar al ciclo celular, desregular sus fases,
generar células aberrantes e incluso inducirlas a la
muerte®.

El presente estudio sugirié el efecto genotédxico del
herbicida con flumioxazina en las dos concentraciones
probadas y también demostréd la asociacion entre el
nimero de AC y IM. Es conocida la capacidad de los
herbicidas de causar anomalias celulares. Las plantas
de sorgo tratadas con el herbicida Atrazina mostraron
un mayor nUmero de cromosomas, células binucleadas
y anomalias en las células madre del grano de polen,
lo que demuestra la interferencia del herbicida en la
estabilidad de la meiosis®.

Los efectos clastogénicos (roturas de ADN) sobre
las especies de Pisum sativum y A. cepa, inducidos
por el tratamiento con herbicidas, también demuestran
efectos de induccién a roturas cromosémicas en el
ADN®. Fernandes? considerd una accién aneugénica
que impide lo segregacién simétrica del material
genético durante la divisién celular, dando lugar a un
desequilibrio genémico. A partir de los resultados de
este estudio, es posible sugerir acciones aneugénicas
debidas a la presencia de cromosomas errantes vy
cromosomas refardantes, es decir, que no fueron
segregados  correctamente, asi como  acciones
clastogénicas, especialmente en muestras tratadas con
benzoato de sodio al 1%, porque presentan esta accién
conocida.

También fue posible observar la presencia de
necrosis, a nivel microscépico, a una concentracién
de 1,0 g/L (Figura 2l), lo que puede explicarse por
la respuesta de lo célula al dafo irreversible causado
en el material genético®®. Diferentes mecanismos
de mantenimiento de la homeostasis celular estdn
vinculados al proceso de divisién celular, metabolismo
celular y muerte celular. Las fallas en estos mecanismos
debido a la falta de reparacién pueden promover la
transformacién neopldsica y caracterizar el inicio del
proceso de formacién del tumor. Asi, las células no
regeneradas se refieren al proceso de muerte celular,
también llamado necroptosis en patologia, o necrosis
celular programada, con el fin de evitar la activacién
de tumores?'. Por lo tanto, es importante estudiar los
factores y/o sustancias que pueden interferir en el ciclo
celular, tal como se realiza en este estudio.

En la investigaciéon de la mutagenicidad, el andlisis
se realizd6 mediante el conteo de micronicleos. Existen
divergencias en el concepto de mutagenicidad por
parte de diferentes autores. Rudder y Marin-Morales?
y Carvalho et al.?” consideran la presencia de
micronUcleos como pardmetro de mutagenicidad,
mientras que Kriger”® y Fenech®? lo consideran

como parédmetro de genotoxicidad. Los microndcleos
se originan a partir de fragmentos cromosémicos
acéntricos o se forman en células en divisién que
presentan fragmentos cromosémicos completos que han
interrumpido la capacidad de unirse al huso mitético,
es decir, no completan la migracién anafdsica de la
division celular*?. Esta caracteristica indica la presencia
de sustancias con efectos mutagénicos.

El presente estudio, a pesar de presentar células
con la presencia de micronutcleos en las raices tratadas
con flumioxazina a las concentraciones probadas, no
confirmé la mutagenicidad del compuesto porque no
presenté significacién estadistica en comparacién con
el grupo CN y CP La induccién de micronicleos se
utiliza, comUnmente, para detectar dafios genotdxicos
y mutagénicos resultantes de la exposicién a agentes
toxicos.  Sin embargo, los micronicleos también
pueden originarse espontdneamente*® y pueden ser
del orden de 3/1.000 células analizadas*?#4. Por lo
tanto, el efecto mutagénico, debido a la presencia
de micronicleos en una sustancia probada, debe
analizarse cuidadosamente.

En cuanto a los efectos genotdxicos, una revision
sistemdtica de publicaciones sobre el impacto del uso
de plaguicidas en el medio ambiente, producidas en el
periodo de 2011 a 2017, evidencié el dafo causado
por el uso de estas sustancias, a menudo al cambiar
el hdbitat natural de los ecosistemas*. Estos riesgos no
son solo para el medio ambiente, sino también para la
salud humana, especialmente para los agricultores vy
manipuladores que son sometidos sucesivamente a la
exposicién a pesticidas. La falta de uso de protecciones
adecuadas y el incumplimiento de los limites de
concentraciones de uso permitidos por los organismos
de control aumentan los problemas de salud y los
dafios ambientales!'.

El mapa de uso de plaguicidas en los municipios
del suroeste de Parand mostré que la produccién de
commodities, como la soja, el maiz y el trigo, ha sido
responsables del consumo exorbitante de plaguicidas
en los municipios afectados, por lo que los principales
principios activos utilizados desencadenan un alto
riesgo de contaminacién ambiental y también para la
salud humana. El herbicida abordado en este estudio es
ampliamente utilizado en Brasil en el control de malezas
en estos cultivos*®.

Es importante conocer los efectos y posibles
riesgos relacionados con la exposicion excesiva a
los pesticidas utilizados. Las pruebas de seguimiento
de estas sustancias, ya sean las que indican el grado
de exposicién genotéxica de los individuos, como
el bioensayo con A. cepa, o las que determinan los
efectos de estos compuestos in vitro, son fundamentales
a la hora de monitorizar las implicaciones futuras para
la salud humana.

Las exposiciones excesivas a plaguicidas no solo
se encuentran en alimentos que contienen residuos,
sino también en el contacto de trabajadores rurales
y familiares que, al manipular estos compuestos,
se convierfen en los mds susceptibles a los
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dafos. Uno de los problemas de las exposiciones
sucesivas a estos herbicidas es el hecho de que
conducen a una acumulacién de mutaciones que,
en un momento mayor, pueden causar cambios
mutagénicos y cancerigenos. El desarrollo de céncer
no representa el Unico dafio de la exposiciéon a estas
sustancias; también pueden ocurrir intoxicaciones
agudas y crénicas. El uso de monitores ambientales
para la evaluacién de las actividades citotédxicas,
genotdxicas y mutagénicas de los productos quimicos
ambientales, especialmente los plaguicidas, debe
considerarse un indicador de riesgo potencial para la
salud humana y el medio ambiente.

CONCLUSION

El  herbicida con flumioxazina, en ambas
concentraciones, presentéd efectos de toxicidad debido a
las necrosis y anomalias observadas en sus raices. La
citotoxicidad se detecté en la concentracién de uso, y
la genotoxicidad se observd en las dos concentraciones
probadas. No fueron constatados efectos mutagénicos.
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