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ȰCaracterización genotoxicológic a de agentes fungicidas y nanopartículas  de 

plata aplicadas en cultivos para el control  de enfermedades fúngicasȱ 

 

Resumen: 

Se caracterizo el potencial el potencial genotóxico de los agentes fungicidas 

Tebuconazol, Iprodione y Nanopartículas de plata biosintetizadas, analizando la 

relación entre la concentración-efecto sobre las variables índice mitótico, 

anomalías de la mitosis y aberraciones cromosómicas por medio del test de Allium 

cepa como sistema in vivo.  

La evaluación de la exposición de las raíces a Iprodione mostraron un patrón de 

respuesta que indica afectación del sistema segregacional con impacto en el IM a 

las 30 hs para las concentraciones más elevadas. El análisis estadístico indica que 

difiere significativamente el índice de metafase y la relación anafase/ metafase. 

Este resultado es compatible con el patrón descriptivo y con la presencia de 

anormalidades de tipo C- metafase y desordenes en anafase.  La exposición a 

tebuconazol sugiere que existen interacciones durante la interfase, además de las 

que ocurren durante la mitosis. Estos resultados se corresponden con los valores 

de índice de metafase y relación anafase metafase que no se ven afectados por la 

presencia del TCZ en las células expuestas a 4hs, aunque para el tiempo de 30 hs se 

muestra los valores muestran un patrón inestable en función de las 

concentraciones.  La frecuencia de anomalías de la mitosis se incrementa con las 

concentraciones siendo la diferencia entre los valores estadísticamente 

significativa para las 2 concentraciones más elevadas (15 y 30 µg/ml). Los 

resultados obtenidos para la exposición a Ag NPs indican que las que provienen de 

Aspergillus niger son capaces de inducir genotoxicidad en términos de anomalías 

de la mitosis con una prevalencia de anormalidades de tipo C-metafases y 

desórdenes en anafase. Los patrones de respuesta para el índice de metafase y la 

relación anafase/ metafase se ven afectados respecto al control negativo para la 

exposición a 30 hs, y este resultado es compatible con disturbios en la segregación. 

 

Palabas clave: Allium cepa, Iprodione, Tebuconazol, Nanoparticulas, 

biomarcadores. 
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ȰCaracterización genotoxicológic a de agentes fungicidas y nanopartículas  de 

plata aplicadas en cultivos para el control  de enfermedades fúngicasȱ 

 

Abstract: 

The genotoxic potential of the fungicidal agents Tebuconazole, Iprodione and 

Biosynthesized Silver Nanoparticles was characterized, analyzing the relationship 

between the concentration-effect on the mitotic index variables, mitosis 

abnormalities and chromosomal aberrations by means of the Allium cepa test as a 

system. live. 

The evaluation of the exposure of the roots to Iprodione showed a response 

pattern that indicates affectation of the segregational system with an impact on the 

MI at 30 hours for the highest concentrations. Statistical analysis indicates that the 

metaphase index and the anaphase/metaphase ratio differ significantly. This result 

is compatible with the descriptive pattern and with the presence of C-metaphase 

abnormalities and anaphase disorders. Tebuconazole exposure suggests that 

interactions exist during interphase, in addition to those that occur during mitosis. 

These results correspond to the values of metaphase index and anaphase-

telophase ratio that are not affected by the presence of TCZ in cells exposed to 4 

hours, although for the time of 30 hours the values show an unstable pattern 

depending on the concentrations. The frequency of mitosis abnormalities increases 

with concentrations, the difference between the values being statistically 

significant for the 2 highest concentrations (15 and 30 µg/ml). The results 

obtained for exposure to Ag NPs indicate that those from Aspergillus niger are 

capable of inducing genotoxicity in terms of mitosis abnormalities with a 

prevalence of C-metaphase abnormalities and anaphase disorders. Response 

patterns for metaphase index and anaphase/telophase ratio are affected relative to 

the negative control for 30-h exposure, and this result is consistent with 

segregation disturbances. 

 

Keywords: Allium cepa, Iprodione, Tebuconazole, Nanoparticles, biomarkers. 
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CARACTERIZACION GENOTOXICOLÓGICA DE AGENTES FUNGICIDAS Y 

NANOPARTÍCULAS DE PLATA APLICADAS EN CULTIVOS PARA EL CONTROL 

DE ENFERMEDADES FÚNGICAS. 

 

1. INTRODUCCION 

1.1 Problemática ambiental  asociada a los fungicidas de uso 

agronómico  

1.1.1 Fungicidas  químicos  

 

CONTEXTO  

La producción de plaguicidas orgánicos o sintéticos mostró un aumento a nivel 

mundial desde comienzos del siglo XX, debido al desarrollo de la industria 

petrolera. A su vez, la producción y uso de estos compuestos, han aumentado la 

carga de estas sustancias en la atmósfera, hidrósfera y suelos, ocasionando eventos 

de contaminación en el ambiente (García-Gutiérrez & Rodríguez-Mesa, 2012). Los 

plaguicidas utilizados en el área agrícola son una parte del espectro de los 

productos químicos industriales utilizados actualmente. Según la base de datos de 

la American Chemical Society, en 1993 se habían identificado más de 13 millones 

de productos químicos, a los que se suman cada año unos 500.000 nuevos 

compuestos (Ongley et al., 2010).   

El uso de estos agentes químicos en la agricultura, permitió  alcanzar niveles 

productivos adecuados para la comercialización de productos en los mercados 

nacionales e internacionales.  

 

 

FUNGICIDAS 

Las enfermedades fúngicas que afectan los sistemas de producción frutihortícola, 

en especial la vid y cultivos de huerta, son difíciles de eliminar, debido a que los 

brotes continúan produciéndose a lo largo de todas las etapas de crecimiento del 
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cultivo, usualmente son las esporas quienes han permanecido latentes a lo largo 

del invierno las que desencadenan el brote de contagio. Por este motivo los 

fungicidas particularmente, se emplean en diversas etapas del cultivo: en el curado 

de las semillas, el crecimiento vegetativo y el almacenamiento post-cosecha 

(Wightwick et al., 2008). 

 

Durante la aplicación del fungicida al cultivo, una porción del mismo ingresará al 

suelo donde persistirá durante algún periodo de tiempo y posiblemente migrará 

debido a procesos de lixiviación o escorrentía. A su vez, otra parte de los 

agroquímicos migraran fuera de la zona de cultivo ingresando a los cursos de agua 

más cercanos y las zonas de agua subterránea donde pueden causar efectos 

adversos sobre los organismos acuáticos (Wightwi ck et al., 2012). 

 

RIESGO AMBIENTAL 

El destino y comportamiento de los agroquímicos, incluyendo los fungicidas, en el 

ambiente está determinado por las propiedades de la molécula (capacidad de 

unirse a las partículas del suelo y susceptibilidad de degradación) y factores 

ambientales (Tipo de suelo, precipitación, topografía y prácticas de manejo 

agrícola), debido a la gran diversidad de factores existen muchos escenarios a 

considerar cuando se evalúa el potencial de migración fuera de la zona de cultivo y 

la persistencia en el ambiente (Arias-Estévez et al., 2008; Komárek et al., 2010). 

Aunque los pesticidas se emplean selectivamente para controlar determinadas 

especies dañinas, esta especificidad no impide que sean tóxicos para organismos 

no blanco. Además, aunque se traten de pesticidas no persistentes, su aplicación 

continua genera desequilibrios ecológicos que alteran a los controladores 

naturales, beneficiando el desarrollo de plagas, siendo eventualmente las especies 

predominantes (Chambers et al., 2014; Choudhury & Choudhury, 2018). 

 

RIESGO HUMANO 

En respuesta a estas alteraciones ecológicas, el agricultor tiende a incrementar la 

dosis del plaguicida y el número de aplicaciones, y en algunos casos, a agregar 

nuevos productos (ya sea solos o combinados).  
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Esto, genera   problemas ecológicos,   agronómicos, económicos y de salud pública 

(Navarro et al., 2008). El uso periódico de fungicidas presenta un riesgo variable 

para la salud humana debido a que los residuos quedan presentes en los alimentos 

y la manipulación post cosecha favorece el contacto con las personas (Fantke & 

Jolliet, 2016).  El uso intensivo de fungicidas en varios cultivos lleva a que los 

residuos de fungicidas, sea uno de los principales factores que influyen en la 

seguridad alimentaria y poseen un riesgo potencial para los humanos (Sun et al., 

2015). 

 

Los estudios sobre la dinámica de residuos de fungicidas están enfocados en su 

mayoría en evaluar principalmente el comportamiento del pesticida en 

condiciones de campo abierto debido a su riesgo ambiental.  En condiciones de 

invernadero, los residuos pueden acumularse en niveles más altos debido a la 

contención que comprende el invernadero, la poca ventilación y alta humedad, (El-

Nahhal, 2017; Rial-Otero et al., 2005; Sun et al., 2015) lo que podría afectar la foto 

degradación de los pesticidas y el proceso de evaporación (Jiao et al., 2020). 

Una mayor prevalencia de síntomas respiratorios en invernaderos se ha asociado 

con espacios con poca  renovación de aire, presencia de alérgenos, mal manejo en 

la aplicación de pesticidas y la cantidad de horas por día de trabajo (Behrens et al., 

2004). 

 

GENOTOXICIDAD Y CARCINOGENICIDAD 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) evalúa el 

potencial carcinogénico de varios insecticidas, fungicidas, herbicidas entre otros, 

clasificando a muchos pesticidas como carcinogénicos para animales de 

laboratorio  (IARC, 2015). 

Los efectos adversos producidos por un xenobiótico a nivel celular son referidos 

como citotóxicos y se manifiestan por la pérdida de funciones vitales celulares 

como la respiración o la permeabilidad de la membrana. Otros efectos citotóxicos 

afectan a la progresión del ciclo celular, como resultado de la muerte celular o la 

detención del ciclo celular en el tejido proliferante. 
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La genotoxicidad se circunscribe a los efectos adversos sobre el sistema de 

transmisión de la información genética e incluye el daño al ADN o a cualquier 

molécula que cumpla un rol en dicho proceso, como pueden ser las proteínas 

asociadas al control y regulación del ciclo celular o las proteínas que componen y 

regulan el funcionamiento del huso mitótico.  

 

El potencial genotóxico es un factor de riesgo para efectos a largo plazo tales como 

carcinogénesis, toxicidad reproductiva y enfermedades neurodegenerativas. Los 

ensayos para evaluar el potencial genotóxico, presentaron resultados positivos 

para numerosos pesticidas (Bolognesi, 2003).  

 El tebuconazol y el Iprodione son fungicidas que pertenecen a los grupos químicos 

triazoles y dicarboxiamidas respectivamente. Son frecuentemente utilizados en las 

formulaciones, tanto de forma individual como combinada con otros productos, 

aunque su potencial genotóxico no se encuentra suficientemente caracterizado 

(Castro et al., 2018; Chaufan et al., 2019). 

 

1.1.2 Tebuconazol  

El tebuconazol es un fungicida de amplio espectro ampliamente utilizado en la 

agricultura. Los residuos de éste y otros fungicidas se detectan más 

frecuentemente en los productos frutihortícolas que los insecticidas y los 

herbicidas,  indicando que su persistencia es elevada ɉ"ÁĤÁ IÅÓÎÉË ÅÔ ÁÌȢȟ ςπρυɊ 

(Ticha et al., 2008) (Cesnik et al., 2015, Ticha et al., 2008). 

 

Estudios realizados en ratas demostraron que la exposición a 60 mg/kg/día de 

tebuconazol produce neurotoxicidad (Moser, Barone, Jr., Smialowicz, Harris, B. J. 

Davis, Overstreet, Mauney, 2001). Estudios posteriores realizados, también en 

ratas, demostraron toxicidad del desarrollo, actividad fetotóxica y reproductiva 

para dosis de entre 50 y 100 mg/kg/día de tebuconazol (Taxvig et al., 2007). No 

existen suficientes estudios sobre la genotoxicidad del tebuconazol y los informes 

de la Environmental Protection Agency indican que estudios realizados en 

diferentes sistemas como prueba de Ames, micronúcleos en 
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 ratón, intercambio de cromátides hermanas en cultivos de ovario de hámster 

chino (CHO) y síntesis de ADN no programada en hepatocitos de rata, no aportan 

evidencias de mutagenicidad (EPA Environmental Protection Agency, 1999) 

 

Estudios citogenéticos en sangre periférica de bovinos revelan inducción de 

aberraciones cromosómicas por exposición a tebuconazol en el rango de 3 - 60 

µg/ml  ɉ£ÉÖÉËÏÖÜ ÅÔ ÁÌȢȟ ςπρσɊ. El  test de Allium cepa informó que concentraciones 

de la formulación comercial entre 1800 y 6000 µg/ml  producen aberraciones en la 

división mitótica y meiótica (Fisun & Rasgele, 2009). 

La escasez de estudios para evaluar la genotoxicidad de este fungicida, así como de 

otros triazoles es alarmante considerando el uso frecuente de estas sustancias 

químicas en la frutihorticultura y su persistencia en los productos y en el ambiente 

(EFSA, 2009). 

 

1.1.3 Iprodione  

Iprodione (IP) es un fungicida sistémico, protector y curativo perteneciente al 

grupo de las dicarboximidas, utilizadas para el tratamiento de una amplia variedad 

de enfermedades fúngicas. Es compatible con la mayoría de los pesticidas de uso 

común en la agricultura moderna. Se recomienda aplicar con agua ligeramente 

ácida, se aplica en hortalizas, plantas ornamentales, frutas, tubérculos, algodón y 

girasol, para controlar una variedad de plagas de hongos en los cultivos. Iprodione 

actúa como un fungicida sistémico inhibiendo la germinación de esporas y el 

crecimiento del micelio de hongos (Loutfy et al., 2015). Estudios previos han 

indicado que los fungicidas de dicarboximida tales como iprodione y vinclozolina 

inducen la peroxidación de lípidos por medio de especies reactivas oxígeno en los 

hongos.  

La exposición alimentaria a los residuos de iprodione se produce a través del agua 

de alimentación y bebida. Iprodione es activo en el suelo y persiste durante 

períodos variables de tiempo. La población humana puede estar expuesta a 

iprodione por el uso a niveles residencial y laboral de la mezcla, carga y aplicación 

del compuesto en forma de polvo humectable o líquido (WHO/FAO, 2001).  
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Se han desarrollado diferentes métodos para detectar la presencia de IP en los 

alimentos (Bian et al., 2020; Loutfy et al., 2015; Xu et al., 2019). En este sentido, el 

IP fue clasificado como carcinógeno de categoría 2 de acuerdo con el Reglamento 

(CE) n.o 1272/2008 del Parlamento Europeo y reclasificado como carcinógeno de 

categoría 1B y tóxico para la reproducción de categoría 2 por el Reglamento de 

Ejecución de la Comisión (UE 2017/2091). La aprobación de la IP no fue renovada 

en 2017 debido a su actividad como disruptor  endocrino y por el potencial 

genotóxico de su metabolito más importante (European Food Safety Authority 

(EFSA)., 2016; Pisani et al., 2016). Además, algunas cuestiones relacionadas con la 

evaluación del riesgo ecotoxicológico de IP no se han estudiado a fondo, como el 

destino de sus metabolitos residuales en el medio ambiente.  

La citotoxicidad y genotoxicidad del IP se encuentra poco estudiada. Un estudio 

previo demostró que IP induce citotoxicidad, desequilibrio oxidativo y 

genotoxicidad en la línea celular HEp-2, y los resultados de los ensayos de MNi y el 

tipo de anomalías en la división sugirieron mecanismos de acción tanto 

aneugénicos o clastogénicos (Chaufan et al., 2019). 

 

1.1.4 Nanopartículas  

Actualmente, la aplicación de métodos químicos, es la estrategia más utilizada y 

efectiva para el manejo y control en enfermedades fúngicas, sin embargo, múltiples 

estudios han evidenciado que las nanopartículas metálicas poseen propiedades 

antimicrobianas contra diversos patógenos (Khan et al., 2019; Palencia et al., 

2015).  

 

Se han desarrollado varios métodos químicos y bioquímicos para la síntesis de 

nanopartículas metálicas, siendo la biosíntesis considerada amigable con el 

ambiente debido a que, a diferencia de los métodos químicos y físicos, presenta 

beneficios ambientales al emplear reactivos inocuos, minimizando los residuos 

tóxicos. Por las razones mencionadas, este método es conocido como síntesis verde 

o del inglés ȰÇÒÅÅÎ ÓÙÎÔÈÅÓÉsȱ de nanomateriales (Hulkoti & Taranath, 2014).  

Uno de los principios mas llamativos en la síntesis verde, es la reducción y 

eliminación del uso y generación de sustancias peligrosas durante el proceso de 
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manufactura y aplicación de los productos químicos. Lo que apunta a rediseño de 

los procesos actualmente empleados y desarrollo de métodos alternativos, 

mediante la introducción de predicciones de su potencial impacto en la salud y 

medio ambiente durante el desarrollo de nuevas sustancias, productos o 

materiales. (Doria Serrano, 2009). 

 

Los microorganismos han demostrado ser altamente eficaces sintetizando 

nanopartículas de distintas composiciones químicas con actividad antimicrobiana 

como oro, plata, sulfuro de cadmio, sulfuro de zinc, cobre, dióxido de titanio, óxido 

de zinc y nanopartículas magnéticas (Jaidev & Narasimha, 2010; Kuppusamy et al., 

2016). Las nanoparticulas de plata, son una opción alternativa al uso de agentes 

químicos, para el control de enfermedades fúngicas. Son consideradas inocuas a 

nivel ambiental, sin embargo, su potencial citotóxico y genotóxico es aun debatido 

(Lim et al., 2012). La acción biocida se atribuye a la formación de radicales libres, 

los cuales dañan la membrana lipídica celular interrumpiendo su función celular  

(Schuster et al., 2014). 

 

Tanto el uso de nanopartículas y fungicidas químicos, liberan residuos al ambiente 

que se encuentran presentes en los productos, especialmente sobre el suelo y 

cuerpos de agua. Por lo tanto, su aplicación continua pude generar desequilibrios 

ecológicos y ambientales (Ammar, 2018), conllevando a problemas de 

contaminación ambiental, alimentaria o enfermedades por exposición laboral.   Por 

lo tanto, el uso y aplicación de nanopartículas para el control de enfermedades 

fúngicas, presenta la misma problemática ambiental que la señalada para los 

fungicidas químicos y existen pocos datos sobre el potencial citotóxico y 

genotóxico de estos materiales (Medina et al., 2007). 

 

Los estudios de genotoxicidad en nanopartículas, revela que a bajas 

concentraciones los efectos no son importantes debido a que intervienen los 

mecanismos de chequeo y reparación del ADN y el control de los procesos 

vinculados a la segregación cromosómica (Kumari et al., 2009). 
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Las dosis umbrales para agentes genotóxicos pueden variar con el tiempo de 

exposición y su caracterización es esencial para establecer los niveles de riesgo 

genotóxico que se presentan a bajas dosis (Massarsky et al., 2014).  

La relación dosis-respuesta es uno de los parámetros críticos del enfoque, en la 

evaluación de riesgos de salud desarrollado en 1983 por el Consejo Nacional de 

Investigación (NRC, 1983).  

 

El conocimiento derivado de estos estudios contribuye con la gestión para 

establecer las medidas de control sanitario por parte de los organismos 

reguladores que intervienen en las autorizaciones de uso y comercialización, así 

como para implantar  los niveles máximos permitidos de los residuos de pesticidas 

en los productos elaborados. 

 

1.2  Allium cepa como mode lo par a ensayos toxicológicos   

1.2.1 Ensayos biológico s 

Los ensayos biológicos se basan en metodologías que permiten determinar los 

efectos de agentes físicos, químicos u otros organismos de prueba bajo condiciones 

experimentales controladas (Barr, 2008). La medida de la toxicidad se establece en 

base a los efectos observables denominados puntos finales o en inglés, ȰendÐÏÉÎÔÓȱ. 

Estos efectos pueden presentarse en diferentes niveles de organización biológica, 

desde moleculares o celulares, hasta poblaciones o comunidades. A partir de la 

cuantificación de estos efectos, se obtienen los parámetros que permiten por 

medio de pruebas estadísticas establecer el nivel de toxicidad.  

 

En este sentido, la toxicidad es la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto 

adverso sobre un sistema biológico y dependerá de las propiedades químicas del 

compuesto, la concentración, el tiempo de exposición (Pablo M. Demetrio, 2014). 

 

Según el tiempo de exposición los bioensayos se clasifican en, agudo: donde el 

tiempo de exposición es corto en relación con el ciclo biológico evaluado. Crónico: 

el tiempo de exposición es prolongado y abarca un ciclo de vida completo o una 

etapa de desarrollo completa ( Bedaux &. Kooijman, 1994; Klaassen et al., 1998) . 
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El tiempo de exposición es variable y es el lapso de tiempo que el agente incide 

sobre una población, organismo, órgano, tejido o célula en determinadas 

concentraciones o dosis. La concentración del compuesto es la cantidad de 

sustancia aplicada en el medio y la dosis se define como la cantidad del compuesto 

que ingresa al organismo. Los puntos finales registrados, están constituidos por 

parámetros bioquímicos, genéticos, morfológicos o comportamentales que 

permiten interpretar los efectos tóxicos. 

   

Los bioensayos pueden ser uniespecificos en donde se obtiene información sobre 

la relación dosis-respuesta, los resultados a la exposición suelen no ser aplicados a 

otras especies o multiespecíficos pueden extrapolarse los resultados a otras 

especies, reproducen el efecto sobre la comunidad y presentan mayor aplicación 

ecológica (Cairns & Pratt, 1990). 

 

El diseño de un bioensayo debe incluir  aspectos tales como: controles, el control 

negativo es indispensable y en el caso de bioensayos de laboratorio debe ser un 

medio de exposición libre del compuesto analizado. Frecuentemente para el 

control negativo, se utiliza medio acuoso con elementos básicos que permitan el 

crecimiento adecuado de los organismos expuestos. El control positivo, se utiliza 

como una herramienta de validación que permite verificar la respuesta del 

organismo de prueba, por este motivo se emplean agentes de acción conocida. En 

algunos casos el control positivo es necesario, especialmente cuando se utilizan 

metodologías que pueden mostrar datos falsos negativos por cuestiones técnicas 

(Consuelo et al., 2004). 

 

Algunos controles positivos utilizados en toxicología son: Dodecil sulfato 13 de 

sodio; Clorofenol; Fenol, Cloruro de cadmio; Dicromato de potasio, para evaluación 

de efectos genotóxicos pueden utilizarse, además: Bleomicina; Ciclofosfamida, 

Metilmetanosulfonato y Griseofulvina. El control solvente se utiliza cuando es 

necesario utilizar un vehiculizante en el caso que la sustancia a evaluar sea poco 

soluble o insoluble en agua. Los solventes más utilizados son: Formamida; 

Acetona; Dimetil sulfóxido; Trieti lén glicol (Nancy Andrioli et al., 2012).  



16 

 

Los organismos de prueba para las aplicaciones de los bioensayos presentan las 

siguientes características: alta sensibilidad, disponibilidad, posibilidad de 

mantenimiento en el laboratorio y ser un organismo estudiado del cual se tenga 

suficiente conocimiento sobre la biología del mismo. Todos los organismos de 

prueba deben provenir de la misma fuente ya sea de origen comercial o natural y 

en este último caso se debe garantizar que no presenten efectos previos por 

contaminación del ambiente de origen (Consuelo et al., 2004). 

 

1.2.2 Allium cepa  

Las plantas vasculares son utilizadas como modelos para evaluar toxicidad de 

agentes químicos, mezclas y muestras ambientales (Int & Iqbal, 2019)  Presentan 

una alta sensibilidad para detectar agentes mutagénicos ya que permiten evaluar 

tanto mutaciones puntuales como aberraciones cromosómicas en células de 

diferentes órganos y tejidos como las raíces, hojas y polen (Feretti, et al., 2008). 

 

Las especies de plantas vasculares más utilizadas para la evaluación de 

contaminantes ambientales son: Allium cepa, Vicia faba, Zea mays, Tradescantia, 

Nicotiana tabacum, Crepis capillaris y Hordeum.  Dentro de estas Allium cepa ha 

sido considerada como un modelo óptimo para evaluar daños cromosómicos y 

alteraciones en el ciclo mitótico, presenta unos cromosomas de gran tamaño y en 

número reducido (2n=16) ( Grant, 1994). 

Los ensayos de genotoxicidad en plantas son relativamente económicos, brindan 

resultados rápidos y confiables, el ensayo de Allium cepa, es una prueba eficaz para 

la detección y seguimiento in situ de la genotoxicidad de contaminantes 

ambientales y es comúnmente utilizada para el análisis de la genotoxicidad de 

muchos pesticidas los cuales inducen aberraciones cromosómicas en las células 

meristemáticas del sistema radicular (Leme & Marin-Morales, 2009).  Además, 

estos ensayos son sensibles para medir y analizar efectos clastogénicos y 

aneugénicos (Andrioli et al., 2014) La primera estandarización del ensayo de 

Allium cepa fue realizada por Fiskesjo (1985) .  
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Este modelo permite además la recolección y conservación del ápice de la raíz, el 

cual es un tejido altamente proliferante que conserva intactos los procesos 

celulares siendo así un modelo in vivo, correspondiente al nivel 3 de análisis de 

genotoxicidad (Mudry & Carballo, 2006). Dicha estandarización incluye tanto los 

efectos toxicológicos basados en la inhibición  en el crecimiento de la raíz, como los 

efectos citotóxicos como la Inhibición del Índice Mitótico (IM) medido como el 

número total de células en división en un ciclo celular, y genotóxicos como la 

frecuencia de mitosis anormales (MA).  

Las anormalidades como puentes anafásicos y extremos pegoteados son resultado 

de la clastogénesis o rupturas cromosómicas, mientras que aquellas como C-

metafases, anafases multipolares, anafases desorganizadas, cromosomas 

rezagados, células poliploides, estaría vinculadas con la aneugénesis, debido a la 

malformación o disrupción del huso mitótico, y como consecuencia a una mala 

segregación de las cromátidas (Saunders et al., 2000). Los fragmentos podrían 

formarse como consecuencia de ambos mecanismos de genotoxicidad durante la 

citocinesis (Lynch et al., 2019). 

 

Se espera que estas anormalidades de la mitosis se manifiesten en la siguiente 

interfase como micronúcleos (MN).  Estas estructuras son similares al núcleo 

celular, pero de tamaño reducido.  La cuantificación de los MN permite evaluar el 

nivel de los efectos genotóxicos que son el resultado de ruptur as de la cromatina o 

defectos en la segregación mitótica. Aunque pueden derivarse de otros procesos 

como la poliploidía como un mecanismo para eliminar el exceso de ADN.   

  

Una de las ventajas del uso de Allium cepa como modelo, es la posibilidad de 

exponer la prueba directamente a mezclas complejas sin un tratamiento previo, se 

han evaluado una gran variedad de compuestos químicos, pero también 

compuestos solubles en cuerpos de agua (ríos, lagos, pozos, agua potable, etc.) 

como compuestos metálicos, mezclas de compuestos y muestras de suelos (Leme & 

Marin-Morales, 2009; Massarsky et al., 2014).  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general  

El presente trabajo tiene como objetivo general caracterizar, el potencial 

genotóxico de los agentes fungicidas tebuconazol, iprodione y nanopartículas de 

plata biosintetizadas, analizando la relación entre la concentración-efecto sobre las 

variables índice mitótico, anomalías de la mitosis y aberraciones cromosómicas 

por medio del test de Allium cepa como sistema in vivo. 

 

2.2  Objetivos específ icos 

- Evaluar la información brindada por el sistema de ensayo acerca de la 

acción genotóxica de los agentes químicos pertenecientes al grupo de los 

triazoles (Tebuconazol), dicarboxiamidas (Iprodione) y nanopartículas de 

plata biosintetizadas.  

 

- Ampliar el conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la 

respuesta genotóxica del sistema de ensayo Allium cepa como biomonitor 

de genotoxicidad. 

 

- Caracterizar la respuesta celular del sistema de ensayo de A. cepa frente a 

dos tiempos de exposición a los agentes fúngicos iprodione, tebuconazol y 

nanoparticulas, que incluyen una duración menor y otra mayor a un ciclo 

celular.  

 

 

3. HIPÓTESIS 

3.1 Hipótesis 1  

- Ho: Los agentes fungicidas Iprodione, tebuconazol y nanoparticulas de 

plata, no ejercen acción citotóxica sobre las células meristemáticas de 

Allium cepa. 
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- Ha: Los agentes fungicidas Iprodione, tebuconazol y nanoparticulas de 

plata, ejercen acción citotóxica sobre las células meristemáticas de Allium 

cepa. 

 

3.2 Hipótesis 2  

- Ho: Los agentes fungicidas Iprodione, tebuconazol y nanoparticulas de 

plata, no ejercen acción genotóxica sobre las células meristemáticas de 

Allium cepa. 

- Ha: Los agentes fungicidas Iprodione, tebuconazol y nanoparticulas de 

plata, ejercen acción genotóxica sobre las células meristemáticas de Allium 

cepa. 

 

3.3 Hipótesis 3  

- Ho: La respuesta celular por exposición a los agentes fungicidas Iprodione, 

tebuconazol y nanoparticulas de plata, no difieren con el tiempo de 

exposición para las células meristemáticas de Allium cepa. 

 

- Ha: La respuesta celular por exposición a los agentes fungicidas Iprodione, 

tebuconazol y nanoparticulas de plata, difieren con el tiempo de exposición 

para las células meristemáticas de Allium cepa. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

 

4.1 Materiales  

4.1.1 Bulbos de Allium cepa  

 

Para el presente trabajo se emplearon bulbos de cebolla (Allium cepa L.), como 

modelo experimental en plantas vasculares. En este tipo de ensayos, los tejidos 

meristemáticos y de elongación (que son parte del crecimiento de la raíz), son 

expuestos a las sustancias cuyo efecto se quiere evaluar.  Se analizan indicadores 

genotoxicológicos como la inhibición de la división mitótica, alteraciones durante 

las fases del ciclo celular y aberraciones cromosómicas inducidas durante la 

anafase y la metafase.  

La cebolla cumple un ciclo bienal, durante el primer año se forma el bulbo y 

durante el segundo florece. Después de cosechados los bulbos son seleccionados 

de acuerdo a las características de cada variedad (forma, tamaño y color) (Gaviola 

& Oliva, 1997). 

El fotoperiodo es el factor más importante en la formación del bulbo, la 

bulbificación es inducida por la interacción entre la temperatura y el largo del día, 

las de día corto corresponden al tipo valencianita, las de día intermedio al tipo 

torrentina y las tardías al tipo valenciana (Silva, 2014). 

En Argentina la cebolla (Allium cepa) se cultiva en San Juan, Mendoza y sur de 

Buenos Aires. Pertenece a la familia de las Liliaceas y comercialmente representa el 

16% de las exportaciones de hortalizas. 

 

 

Figura  1: Porcentaje de Hortalizas y provincias exportadoras. 
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La producción de cebollas tempranas se ha mantenido estable durante la última 

década, mientras que las cebollas tardías registran un importante crecimiento a 

partir de 1988, debido al aumento en las exportaciones, especialmente al mercado 

brasilero. La mayor parte del área cultivada con cebollas de día largo está 

constiÔÕÉÄÁ ÐÏÒ ÅÌ ÃÕÌÔÉÖÁÒ Ȱ6ÁÌÃÁÔÏÒÃÅȱ ÐÅÒÔÅÎÅÃÉÅÎÔÅ ÁÌ ÔÉÐÏ ÖÁÌÅÎÃÉÁÎÁ (Foschi et 

al., 2009). 

 

Está adaptada a condiciones de día largo, los bulbos son redondos de tamaño 

mediano, con numerosas capas de catáfilas de color bronceado, pulpa firme, blanca 

y pungente. Es muy resistente a la floración prematura y al brotado en almacenaje. 

Se usa para consumo fresco, actualmente cerca del 80% de la superficie 

implantada con cebolla en Argentina se realiza con este cultivar (DNA - Dirección 

Nacional de Agroindustria, 2009). 

 

En este trabajo de tesis se empleó la variedad valcatorce desarrollada por el INTA, 

debido a su alta disponibilidad, rendimiento y conservación post-cosecha (INTA, 

2016).  

 

 

Figura 2: Allium cepa, variedad Valcatorce. 
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4.1.2 Agentes químicos  

 

Para el desarrollo de las investigaciones del siguiente trabajo de tesis se utilizaron 

los siguientes compuestos:  

 

- Tebuconazol: laboratorio Sigma Aldrich , PESTANAL®, estándar analítico, 

número de CAS: 107534-96-3, fórmula química: C16H22CIN3O, peso 

molecular: 307.82 

 

- Iprodione: laboratorio sigma aldrich, PESTANAL®, estándar analítico, 

numero de CAS: 36734-19-7, fórmula química: 

CL2C6H3N2C3H2O2CONHCH(CH3)2, peso molecular: 330.17 

 

- Griseofulvina: (Sigma, CAS Number: 126-07-8). Se empleó como control 

positivo en los ensayos debido a sus efectos citotóxico y genotóxico en 

Allium cepa (Control positivo). 

 

- Dimetil sulfóxido: Laboratorio Baker, numero de CAS: 67-68-5, fórmula 

química: C2H5SO, peso molecular: 78.13 (Solvente). 

 

- Orceína acética (colorante). 

 

- Ácido acético glacial: Laboratorio Merck, numero de CAS: 64-19-7, fórmula 

química CH3COOH/C2H4O2, peso molecular: 46.1 (Fijador). 

 

- Los nanoparticulas de plata biosintetizadas (AgNPs) fueron suministradas y 

caracterizadas por el Laboratorio de Microbiología Industrial de la 

Universidad Nacional de San Luis, Argentina. Los organismos mediadores 

fueron Aspergillus niger (NRRL 1419), Cryptococcus laurentii (BNM 0525) y 

Rhodotorula glutinis (BNM 0524). Los métodos de síntesis y caracterización 

fueron los descritos en Fernández et al, 2016 e incluyeron el tamaño 

promedio y la naturaleza química de los compuestos que rodean las 

nanopartículas. 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=126-07-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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- Los AgNP biosintetizados de Aspergillus niger (AgNPs-An) mostraron un 

tamaño de 40 ± 5 nm y presentaron una alta concentración de proteínas y 

una baja concentración de carbohidratos. Los AgNP de Cryptococcus 

laurentii  (AgNPs-Cl) y Rhodotorula glutinis (AgNPs-Rg) mostraron un 

tamaño de 35 ± 10 y 15 ± 8 nm respectivamente. En el caso de los AgNPs-Cl, 

los compuestos que rodean a los AgNPs fueron una alta concentración de 

carbohidratos tipo arabinogalactano y una baja concentración de proteínas. 

Mientras que para los AgNPs-Rg se detectó una alta concentración de 

carbohidratos tipo arabinan y galactoglucomanan. 

 

 

Para todos los experimentos se utilizó agua corriente filtrada  no clorada, como 

diluyente y control negativo.  

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Cultivo de los bulbos Allium cepa 

Para los ensayos se eligieron bulbos de tamaño pequeño y uniforme, se indujo el 

crecimiento de las raíces adventicias que surgen del primordio ubicado en el disco 

inferior del bulbo mediante la hidratación del mismo. 

Se sumergió la parte inferior de los bulbos en cada uno de los recipientes que 

contienen las sustancias a evaluar (y sus diferentes concentraciones). 

 

Las raíces crecen en el medio líquido y su crecimiento esta mediado por dos 

procesos: La división celular que ocurre en la región meristemática de la raíz 

ubicada en el extremo distal con respecto al bulbo y la posterior elongación de las 

células que se originan en el meristemo dando lugar a una región contigua 

conocida como zona de elongación. En la región próxima al bulbo la raíz presenta 

células más diferenciadas. 
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La exposición se inicia luego de permitir el surgimiento de las raíces (longitud de 

1cm aproximadamente) lo cual normalmente ocurre pasadas las 24 - 48 horas. 

De forma preliminar a la exposición, a los bulbos se le retiraron los catáfilos 

exteriores y las raicillas del disco de crecimiento, fueron lavados y parcialmente 

sumergidos en tubos plásticos los cuales contenían agua filtrada no clorada con el 

fin de estimular el crecimiento de las raíces (24- 48 horas). Pasado este periodo se 

eligieron los bulbos que tuvieran raíces con una longitud entre 0.5 y 1 cm. 

 

Para el crecimiento posterior de las raíces se implementó un diseño de 5 tubos de 

50ml cada uno, con sus respectivas entradas de aire. 

 

 

Figura  3: Montaje de ensayos Allium Cepa. 

 

4.2.2 Condiciones del cultivo  

Las condiciones de los ensayos se establecieron en base a la bibliografía 

consultada. Se instaló un sistema de suministro constante de aire y el tiempo de 

exposición se estableció en función al ciclo celular de las células meristemáticas en 

división de Allium cepa, se trabajaron dos tiempos 4 horas (Tiempo menor al que 

transcurre un ciclo celular) y 30 horas (Tiempo en el que ocurren 

aproximadamente dos ciclos celulares), a una temperatura de 25°C y un pH: 7. 
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4.2.3 Preparación de las soluciones (muestras y controles) . 

 

Todas las diluciones se realizaron con agua filtrada no clorada que se utilizó como 

control negativo. 

 

IPRODIONE 

Se utilizaron 150mg de Iprodione el cual fue diluido en 600ml para preparar la 

solución madre a partir de la cual se realizaron las siguientes diluciones [25], [50], 

[100], [250] µg/ml .  

 

 

TEBUCONAZOL 

Se utilizaron 18mg de iprodione el cual fue diluido en 600ml para preparar la 

solución madre a partir de la cual se realizaron las siguientes diluciones [1], [5], 

[10], [30] µg/ml .  

 

NANOPARTICULAS 

Las muestras de AgNPs de concentraciones conocidas se sometieron a ultrasonidos 

cada tres ciclos de 10 segundos con intervalos de enfriamiento. Se prepararon las 

siguientes diluciones AgNPs biosintetizados, AgNPs-An: [1] y [10] µg/ml ; AgNPs-

Cl: [0,01], [0,1] y [1] µg/ml  y AgNPs-Rg: [0,01], [0,1] y [1] µg/ml .  

 

GRISEOFULVINA 

A partir de 500 mg de griseofulvina (Sigma, Número CAS: 126-07-8) diluid a en 

10ml de DMSO se preparó la solución madre para realizar las diluciones [200] y 

[300] µg/ml  como controles positivos para los efectos de genotoxicidad y 

citotoxicidad.  
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4.2.4 Obtención de los preparados  

 

ANALISIS DE GENOTOXICIDAD  

Las raíces se colocan durante 10 min en una solución de ácido clorhídrico 1N, con 

el objetivo de disgregar la pared celular y permitir posteriormente el ingreso del 

colorante al interior de la célula. Al finalizar la digestión de la pared celular se 

separa el ápice de la raíz y se coloca sobre un portaobjetos con una gota de orceína 

acética.  

 

        

Figura  4: Montaje de láminas, Microscopio Leica DMLB. 

 

Con una aguja de disección se disgrega el material y se coloca un cubre objetos 

aplicando presión, aplicando la técnica de aplastamiento. Para la observación de 

las células se utiliza un microscopio de campo claro en 400x y 1000x (Leica DMLB).  

 

4.2.5 Evaluación  del estrés oxidativo  

Para conseguir los homogenatos se cortaron los ápices de las raíces, hasta obtener 

200mg de tejido por cada determinación. 

Los tejidos fueron colocados en tubos cónicos descartables de 2ml (Eppendorf, que 

fueron mantenidos en hielo constantemente) con buffer fosfato 50mM a pH: 7 

contenido 1mM de EDTA. Como inhibidores de proteasas se utilizaron 

benzamidina 0.2mM y PMSF 0.5mM. 
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El tejido fue macerado durante 20 minutos y el extracto fue centrifugado 

(centrifuga refrigerada a 4 °C) a 8000rpm durante 20 minutos. Al sobrenadante se 

le agregaron inhibidores de proteasa benzamidina 0.2mM y fenil-metil -sulfonil-

fluoruro (PMSF) 0.5mM. Los sobrenadantes se utilizaron como fuente para la 

determinación de la actividad de agentes antioxidantes catalasa (CAT) y glutatión 

(GSH) y del daño oxidativo por medición de malón dialdehído (MDH).   

 

 

Figura 5: procesado de raíces en frio, para estudios de estrés oxidativo 

 

Contenido de proteínas 

El contenido de proteína soluble total fue medido por el método de Bradford que 

utiliza albúmina de suero bovino como patrón. Los resultados se expresaron como 

mg de proteína por ml. (BRADFORD, 1976) 

 

Peroxidación lipídica 

El nivel de peroxidación lipídica se midió según Marnet 1999, por la   

cuantificación de productos finales, específicamente el malondialdehído (MDA) 

(Marnett LJ., 1999). 

 

Contenido reducido de glutatión 

Los niveles de GSH se midieron siguiendo el Anderson en presencia de ácido. 5,5-

ditiobis nitrobenzoico. Se utilizó una solución recién preparada de glutatión para 

generar una curva estándar. Los resultados se expresaron como nmol de GSH por 

mg de proteína. (Monostori et al., 2009) 

   

La actividad de catalasa (EC 1.11.1.6) se midió como la disminución en 

concentración de H2O2 registrando la absorbancia a 240 nm. Los resultados se 

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1
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expresaron como unidades CAT por mg de proteína.  La unidad CAT se definió 

como la cantidad de enzima que transforma 1 mmol de H2O2 por min. (Aebi, 

1984). 

 

4.2.6 Evaluación de la genotoxicida d. 

Una vez finalizada la exposición de las raíces se cortaron con una longitud 

aproximada de 2 cm desde el ápice y se fijaron en 3 partes de etanol absoluto y una 

parte de ácido acético, durante 48 horas. Posteriormente se transfirieron y se 

conservaron en una solución de etanol 70% hasta el momento de la elaboración de 

los preparados.   

 

La respuesta genotóxica se midió a través de la cuantificación de los 

biomarcadores los cuales permiten indicar las alteraciones inducidas en el ciclo 

celular, daño cromosómico y anormalidades en la segregación de las cromátidas. 

 

Los biomarcadores asociados son: 

 

- Alteraciones del ciclo celular: inhibición del índice mitótico e índice de fases. 

- Alteraciones en los índices de fase: se analizó la relación anafase/metafase. 

- Se consideraron las anomalías de las mitosis: indicadoras de daño 

cromosómico o clastogénesis como fragmentos acéntricos, puentes 

anafásicos/ telofásicos, anillos y extremos pegajosos e indicadoras de 

disrupción en la segregación de las cromátides: 

C-metafase, desordenes de las anafases (cromosomas rezagados o errantes, 

migraciones no sincronizadas de las cromátides), telofases multipolares. 

- Las anormalidades de la interfase. Micronúcleos, células binucleadas, 

minicélulas, yemas nucleares fueron cuantificadas, aunque no se incluyeron 

en el análisis. Esto se debe a que son resultado de las anteriores y su 

inclusión interfiere con el análisis de las respuestas obtenidas en diferentes 

duraciones del ciclo celular  
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4.2.7 Determinación del índice mitótico y de fases  

El índice mitótico (IM) se calculó como el número de células en división cada 1000 

células observadas.  

 

Los índices de fases (Profase, metafase, anafase, telofase) se calcularon como el 

número de células en cada fase / células totales en división. La relación metafase/ 

anafase y el índice de metafase se consideraron para analizar efectos en la 

dinámica de la segregación de las cromátides.  

 

 

 

4.2.8 Determinación de la frecuencia de a berraciones 

cromosómicas  

Anormalidades en anafase-metafase: se cuantificaron los indicadores de daño cada 

500 células en anafases-metafases. 

 

 

4.3 Análisis  exploratorio y estadísticos de los  datos 

 

Para ambos análisis se utilizaron los programas R studio 3.3.6 (R Core Team 2019) 

y Graphpad prism 7 (GraphPad Software, Inc. 2016). 

Se realizo un análisis exploratorio de los datos con el objetivo de visualizar las 

respuestas obtenidas por la exposición cada agente y a cada tiempo. Cuando los 

supuestos de normalidad y homocedasticidad se cumplieron se empleó ANOVA 

para las comparaciones de los datos del índice mitótico, índice de fases y de 
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anormalidades de la mitosis y la interfase para cada tratamiento que incluyo el 

agente, las concentraciones y los tiempos de exposición.  

En caso contrario se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis. Se 

compararon los datos obtenidos en los diferentes tratamientos con respecto a los 

controles negativos mediante una prueba poshoc de Dunnet o Dunn según el caso.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Genotoxicidad  

5.1.1 Iprodione  - Análisis exploratorio  

 

Los resultados provenientes de las células meristemáticas en raíces de Allium cepa 

expuestas a Iprodione (IP) indican que los valores del índice mitótico (IM) 

presentan un patrón de variación más marcado en las células expuestas a 30 hs 

(entre 1 y 2 ciclos de división). Además, en este grupo se observan valores de IM 

mayores a los valores control como respuesta a las concentraciones más bajas 

(Figura 6a).  

 

 

Fig. 6 (a) 
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Fig. 6 (b)   

 

Figura 6 a: Distribución de valores de IM para los tratamientos con IP y controles a los 2 

tiempos ensayados (a-j: 4hs, A-J: 30 hs). b: Patrones de respuesta para los valores 

promedio de IM en los 2 tiempos ensayados. 

 

 

La relación anafase/metafase (RA) presenta importante variabilidad en ambos 

grupos mostrando una depleción en el grupo de células expuestas a IP durante 30 

hs entre las concentraciones 50 y 200 µg/ml (Figura 7a).  

De acuerdo a lo observado dicha depleción se produce a expensas del aumento del 

índice de metafases (IMET) (Figura 8a).  
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Fig. 7 (a) 

 

 

Fig. 7 (b)  

 

 

Figura 7 a: Distribución de valores de IMET para los tratamientos con IP y controles a los 

2 tiempos ensayados (a-j: 4hs, A-J: 30 hs). b: Patrones de respuesta para los valores 

promedio de IMET en los 2 tiempos ensayados. 
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Fig. 8 (a) 

 

 

Fig. 8 (b)  

 

 

Figura 8  a: Distribución de valores de la relación anafase/ metafase para los tratamientos 

con IP y controles a los 2 tiempos ensayados (a-j: 4hs, A-J: 30 hs). b: Patrones de respuesta 

para los valores promedio de la relación anafase/ metafase en los 2 tiempos ensayados. 
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Los patrones de variación para cada parámetro estudiado en los 2 tiempo de 

exposición pueden visualizarse en los gráficos correspondientes (Figuras 6b-8b) 

indicando las interacciones entre los tratamientos y el tiempo de exposición, así 

como los rangos en los que se conservan dichos patrones 

 

Si observamos el comportamiento de los Índice de fases en general, se observa que, 

para el tiempo de exposición de 4 horas, el ciclo celular en Allium cepa no se altera 

por la exposición a Iprodione en las condiciones de ensayo aplicadas en este 

trabajo de tesis. La frecuencia de las fases más abundantes varía dependiendo de la 

duración del ciclo. Teniendo en cuenta que la duración del ciclo celular en Allium 

cepa es de aproximadamente 13 horas, en el ensayo de exposición 4 horas donde 

no se alcanza a completar el ciclo, la fase más abundante fue anafase, 

comportándose de forma muy similar al control negativo (Figura 9). 

 

 

Figura 9 : Numero de fases en celulas meristematicas raices de Allium cepa, expuestas a 

diferentes concentraciones de Iprodione (IP), 4 horas . P: profase, M: metafase, A: anafase, 

T: telofase, Gf: griseofulvina. 

 

 

Para el tiempo de exposición de 30 horas, los valores correspondientes a los 

índices de fase, presentaron diferencias, comparados con lo observado en el 

control negativo (-) mostrando que el ciclo celular en Allium cepa se ve alterado 

por la exposición a Iprodione. 



39 

 

 

La fase más abundante fue la metafase, la misma se incrementa   con el aumento de 

las concentraciones de iprodione evaluadas.  

 

 

 

Figura 10 : Numero de fases en celulas meristematicas raices de Allium cepa, expuestas a 

diferentes concentraciones de Iprodione (IP), 30 horas . P: profase, M: metafase, A: 

anafase, T: telofase, Gf: griseofulvina. 

 

 

Las anomalías de la mitosis presentan un patrón de respuesta con un incremento 

no lineal con las concentraciones, para ambos tiempos de exposición, siendo más 

variable para la exposición más prolongada (Figura 11a). 

 

Los patrones de variación para cada parámetro estudiado en los 2 tiempos de 

exposición son similares con poca o nula interacción entre los tiempos de 

exposición.  
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Fig 11 (a) 

 

 

Fig 11 (b)  

 

Figura 11. a: Distribución de valores de la AM para los tratamientos con IP y controles a 

los 2 tiempos ensayados (a-j: 4hs, A-J: 30 hs). b: Patrones de respuesta para los valores 

promedio de AM en los 2 tiempos ensayados. 
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Con respecto Al tipo de anomalías o aberraciones cromosómicas de la mitosis 

(AM), se observan diferencias en las proporciones entre las concentraciones de IP 

y entre IP y GSF (Figura 12).  

 

Para el tiempo de exposición de 30 horas donde consideramos que ya transcurrió  

más de 1 ciclo celular, la presencia de aberraciones es mucho más frecuentes 

comparado con el control negativo, que para la exposición de 4 horas.  

 

Se detectaron en gran proporción C-metafases y anafases desorganizadas 

presentes en todo el rango de concentraciones evaluadas [25 ɀ 250 ʈÇ/ml], para 

ambos tiempos de exposición (Figuras 12).  

 

 

 

Fig 12 (a) 
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Fig 12  (b)  

 

 

Figura 12: Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices de Allium 

cepa, expuestas a diferentes concentraciones de Iprodione a) 4 horas, b) 30 horas. Pg: 

Extremos Pegoteados; F: Fragmentos; Ad: Anafases desorganizadas; C-M: C-metafases; Pt: 

puente; Pd: Poliploide, Rz: rezagado, TA: Total de aberraciones 

 

Las anomalías cromosómicas detectadas tienden a estar relacionadas con 

problemas en la migración y segregación de las cromátidas, como las C-metafase o 

cromosomas errantes (Figura 21 a, b, e y f) lo cual podría indicar dificultades en la 

formación del huso mitótico.  Para el tiempo de exposición 30 horas se 

identificaron puentes anafásicos y cromosomas pegoteados en las concentraciones 

[50] ɀ [100] ɀ [250] ʈÇ/ml  (Figura 21 c y d).   

 

Estas aberraciones cromosómicas estas asociadas o son indicios de rotura de la 

cromátida. Comparado ambos momentos de exposición se presentó un mayor 

número de anafases desorganizadas para 30 horas (presentes en todas las 

concentraciones evaluadas) y fragmentos en el rango [100] ɀ [250] ʈÇ/ml.    
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5.1.2 Iprodione - Análisis estadístico  

 

 El análisis estadístico se realizó sobre los datos correspondentes a los siguientes 

parámetros :  IM, AM, RA y IMET. 

 Los supuesto de normalidad y homocedasticidad de los residuos se cumplieron 

para los parámetros RA e IMET por lo que las comparaciones fueron realizadas con 

ANOVA. Mientras que para IM y AM  se apico la prueba no parametrica Kruskal-

walli s ya que no cumplian con el supuesto de homocedasticidad. 

 

Los resultados de los análisis inidcan diferencias significativas para el IM entre los 

controles negativos y positivos, siendo las diferencias entre los tratamientos con IP 

no significativas respescto al control negativo ni entre los dos tiempos de 

exposcion.  La comparacion  entre los tratamientos fue significativa con respecto al 

control negativo para AM pero no hubo diferencias entre los tiempos de exposcion. 

 

El  parametro RA no arrojo diferencias significativas entre los tratamientos pero si 

entre los tiempos de exposcion mientras el tratamiento IP 250 y los tiempos de 

exposcion mostraron diferencias significativas para  IMET .En la tabla 1 se 

resumen los analisis realizados y sus resultados  

 

 

Prueba estadística  Parámetro  p-valor  Poshoc rel a C- 

KRUSKAL-WALLIS IM e/ tratamientos 1.668e-09 

 

GSF 

(todas las conc) 

ANOVA IM e/tiempo de exposición 0,196 - 

KRUSKAL-WALLIS AM e/ tratamientos 1.506e-09 

 

GSF 

IP 

(todas las conc) 

KRUSKAL-WALLIS AM e/tiempo de exposición 0.3308 

 

- 

ANOVA RA e/ tratamientos 0.07073  

 

 

ANOVA RA e/tiempo de exposición 0.00443 ** - 
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ANOVA IMET e/ tratamientos 5.22e-08 *** 

 

IP [250]  

KRUSKAL-WALLIS IMET e/ tiempo de 

exposición 

0.00245** 

 

- 

 

Tabla 1 : RA; relacion anafase/metafase, AM Anormalidads mitoticas, IMET indice 

metafase. 

 

5.1.3 Tebuconazol  - Análisis exploratorio  

 

El análisis descriptivo muestra que la exposición de las células meristemáticas de 

Allium cepa expuestas a concentraciones crecientes de tebuconazol (TBZ) produjo 

una disminución en el índice mitótico (IM) con respecto al control negativo en 

ambos tiempos de exposición (Figura 13 a).  

 

 

Fig 13 (a) 
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Fig 13 (b)  

 

 

Figura 1 3. a: Distribución de valores de la IM para los tratamientos con TCZ y controles a 

los 2 tiempos ensayados (a-g: 4hs, A-G: 30 hs). b: Patrones de respuesta para los valores 

promedio de IM en los 2 tiempos ensayados. 

 

 

Mientras que con 30 horas de exposición los valores de IM son menores que el 

control desde la concentración [5 µg/ml ] en adelante, para el tiempo de 4 horas la 

disminución del IM comienza a hacerse notoria a partir de la concentración [10 

µg/ml ]. 

 

Al analizar los patrones de repuesta obtenidos para la relación anafase/ metafase y 

para el índice de metafases es posible observar un efecto de la exposición tanto a 

TCZ como al control positivo, GSF. Valores disminuidos en el Índice metafase están 

asociado con la inhibición del IM mientras que el incremento en dicho valor junto 

con la disminución en los valores de la relación A/M indica detención del ciclo en 

metafase, posiblemente debido al punto de control en esa instancia del ciclo 

celular.  (Figuras 13 a y 14 a).   
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Fig 14 (a) 

 

 

 

Fig.  14 (b)  

 

 

Figura 1 4. a: Distribución de valores de la relación anafase/ metafase para los 

tratamientos con TCZ y controles a los 2 tiempos ensayados (a-g: 4hs, A-G: 30 hs). b: 

Patrones de respuesta para los valores promedio de la relación anafase/ metafase en los 2 

tiempos ensayados. 
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Fig. 15 (a) 

 

 

 

Fig.15 (b)  

 

 

Figura 15. a: Distribución de valores de la IMET para los tratamientos con TCZ y controles 

a los 2 tiempos ensayados. b: Patrones de respuesta para los valores promedio de IMET en 

los 2 tiempos ensayados (a-g: 4hs, A-G: 30 hs). 
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Al analizar el porcentaje de las células en mitosis respecto de las totales y 

diferenciando las fases puede observarse que la exposición a tebuconazol 

interfiere en el ciclo celular de las células meristemáticas de Allium cepa 

disminuyendo las células que ingresan a la mitosis y en algunos casos retrasando el 

avance de la misma entre la metafase y la anafase. 

  

Para la exposicion a 4 horas, la respuesta manifiesta una caida de la mitosis 

comparado con el control negativo en la concentracion [10 µg/ml ] y [30 µg/ml ]. 

Para el momento de evaluación de 30 horas se observa una relación inversamente 

proporcional entre la frecuencia de células en mitosis y el aumento de las 

concentraciones evaluadas de TCZ. La relación entre las fases se encuentra 

alterada respecto del control negativo y entre las concentraciones de TCZ para 

ambos tiempos de exposición. 

 

 

Fig 16 (a) 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

Fig 16 (b)  

 

 

Figura 16: Numero de fases en celulas meristematicas raices de Allium cepa, expuestas a 

diferentes concentraciones de Tebuconazol (TCZ), a) 4 horas,b)  30 horas . P: profase, M: 

metafase, A: anafase, T: telofase. 

 

Los resultados obtenidos en el análisis de las aberraciones cromosómicas en 

células meristemáticas de Allium cepa, muestra que las concentraciones de TBZ 

evaluadas inducen aberraciones cromosómicas en anafase-metafase comparadas 

con el control negativo.  

 

La exposición de las células meristemáticas de Allium cepa a diferentes 

concentraciones de tebuconazol mostro valores superiores al control   para la 

formación de anormalidades mitóticas en todas las concentraciones ensayadas. La 

respuesta a 4 hs de exposición muestra una relación concentración efecto de tipo 

lineal mientras que la respuesta después de 30 hs no presenta el mismo patrón.  
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Fig 17 (a) 

 

 

 

Fig 17 (b)  

 

 

Figura 17. a: Distribución de valores de AM para los tratamientos con TCZ y controles a 

los 2 tiempos ensayados. b: Patrones de respuesta para los valores promedio de AM en los 

2 tiempos ensayados (a-g: 4hs, A-G: 30 hs). 
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La comparación de los patrones de respuesta de los parámetros analizados 

muestra las interacciones entre las diferentes concentraciones y los tiempos de 

exposición. (Figuras 13b-17b)  

 

En concordancia con los resultados obtenidos en la relación anafase / metafase, la 

cuantificación de cada tipo de aberración o anomalía cromosómica de la mitosis 

permite observar que las aberraciones cromosómicas detectadas con mayor 

frecuencia y abundancia (anafases desorganizadas y c-metafases) están asociadas 

con dificultades en la migración y segregación de las cromátidas, y en menor 

frecuencia puentes y poliploides (Figura 18). 

 

 

 

 

Fig 18 (a) 
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Fig 18 (b)  

 

 

Figura 20 : Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices de Allium 

cepa, expuestas a diferentes concentraciones de Tebuconazol (Tb), 4 horas . Pg: 

Pegoteados; F: Fragmentos; Ad: Anafases desorganizadas; C-M: C-metafases; Pt: puente; 

Pd: Poliploide, Rz: rezagado y TA: Total de aberraciones. 

 

 

 

5.1.4 Tebuconazol - Análisis estadístico  

 

El análisis estadístico se realizó sobre los datos correspondentes a los siguientes 

parámetros :  IM, AM, AR y IMET. 

 Los supuesto de normalidad y homocedasticidad de los residuos no se cumplieron 

por lo que las comparaciones se realizaron con la prueba no parametrica Kruskal-

Wallis. Los resultados inidcan diferencias significativas para el IM entre los 

controles negativos y positivos, siendo las diferencias entre los tratamientos con 

TCZ no significativas respecto al control negativo ni entre los dos tiempos de 

exposcion.   

 

La comparacion entre los tratamientos con TCZ y GSF 200 µg/ml  fue significativa 

con respecto al control negativo para AM pero no hubo diferencias entre los 
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tiempos de exposcion. En la tabla 2 se resumen los analisis realizados y sus 

resultados  

 

Prueba estadística Parámetro p-valor Poshoc rel a C- 

KRUSKAL-WALLIS IM e/ tratamientos 2.512e-07*** 

 

GSF (200-300 µg/ml ) 

 

 IM e/tiempo de 

exposición 

0.6473 

 

- 

 AM e/ tratamientos 0.0004382*** 

 

GSF (200 µg/ml ) 

TCZ (15_30 µg/ml ) 

 

 AM e/tiempo de 

exposición 

0.4038 

 

- 

 RA e/ tratamientos 0.059 

 

 

- 

 RA e/tiempo de 

exposición 

0.6277 

 

- 

 IMET e/ tratamientos 0.1534 

 

 

 

 IMET e/ tiempo de 

exposición 

0.8476 

 

- 

Tabla 2: RA; relacion anafase/metafase, AM Anormalidads mitoticas, IMET indice 

metafase. 

 

5.1.5 Nanopartículas  de Plata (AgNPs) - Análisis  exploratorio  

La comparación de los valores de IM obtenidos por exposición a las AgNPs y GSF 

con los obtenidos por exposición al control negativo, muestra que las AgNPsAn y 

GSF. producen inhibición de la mitosis para ambos tiempos de exposición mientras 

que AgNPsCl y AgNPsRg estimulan la división celular cuando la exposición es de 4 

hs pero se acercan a los valores control en las células expuestas a de 30 hs. (Figura 

17 a).  
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Figura 19. Distribución de valores de IM para los tratamientos con AgNPs  y controles a 

los 2 tiempos ensayados (a-k: 4hs, A-K: 30 hs). 

 

 

Figura 20: Distribución de valores de la relación anafase/metafase para los tratamientos 

con AgNPs y controles a los 2 tiempos ensayados (a-k: 4hs, A-K: 30 hs). 
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Los parametros relacion anafase/ metafase e indice de metafase muestran que las 

metafases estan aumentadas para AgNPAn en ambos tiempos de exposcion y estan 

disminuidas para AgNPsCl, AgNPsRg y GSF, con 4 hs de exposición, mientras que a 

las 30 hs los valores se acercan a los valores control excepto para la exposición a 

AgNPsRg 1µg/ml  y GSF 300 µg/ml  en las que se observa que es superior, mientras 

que la exposición a GSF  200 µg/ml  incrementa los valores de IMET.  

 

 

 

Figura 21: Distribución de valores de la IMET para los tratamientos con AgNPs  y 

controles a los 2 tiempos ensayados(a-k: 4hs, A-K: 30 hs). 

 

 

La relación anafase/ metafase permiten inferir que la respuesta temprana de los 

valores de IM para las células expuestas a AgNPsCl y AgNPsRg son superiores a 

expensas de un detenimiento de las células en metafase.  

 

Mientras que después de 30 hs de exposición, los valores de IM cercanos al valor 

del control con valores de IMET superior y de A/M inferior sugiere que las mismas 

se mantienen más tiempo en metafase que en anafase, pero manteniendo la 
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dinámica de proliferación. Este patrón difiere del obtenido por exposición al 

control positivo GSF 300 µg/ml  en el que la inhibición del IM se produce con 

detención de las células en metafase con caída de la dinámica de proliferación. 

Las anomalías de la mitosis se muestran aumentadas respecto al control negativo 

para la exposición a las AgNPsAn y para GSF mientras que AgNPsCl y AgNPsRg 

inducen baja frecuencia de anomalías a las 4 hs de exposición y casi nula a las 30 hs 

de exposición (Figura 22) 

 

 

 

Figura  22: Distribución de valores de AM para los tratamientos con AgNPs y controles a 

los 2 tiempos ensayados (a-k: 4hs, A-K: 30 hs). 

 

Las aberraciones cromosómicas más frecuentes, están relacionadas con efectos 

segregacionales caracterizados por anafases desorganizadas y C- metafases y en 

menor frecuencia cromosomas rezagados y puentes, para ambos tiempos de 

exposición 4 y 30 horas. 
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Para ambos momentos del ciclo celular evaluados, las aberraciones más 

abundantes fueron los anafases desorganizados y las c-metafases, y el total de 

aberraciones más alto se obtuvo en el conteo del control positivo griseofulvina. 

 

Fig 23 (a) 

 

 

Fig 23 (b)  

 

Figur a 23 : Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices de Allium 

cepa, expuestas a diferentes concentraciones de Nanoparticulas de Ag (Np), a) 4 horas, b) 

30 horas . Pg: Pegoteados; F: Fragmentos; Ad: Anafases desorganizadas; C-M: C-

metafases; Pt: puente; Pd: Poliploide, Rz: rezagado, Mn: micronúcleos y TA: Total de 

aberraciones. 
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Para el tiempo de 4 horas las aberraciones fueron más abundantes en la 

concentración evaluada más baja de AgNPs (Figura 23 a). 

Mientras que para el tiempo 30 horas la abundancia de aberraciones fue bastante 

similar en ambas concentraciones evaluadas (Figura 23 b). 

 

5.1.6 Nanopartículas de Plata  (AgNPs) - Análisis estadístico  

 

Los supuesto de normalidad y homocedasticidad de los residuos no se cumplieron 

por lo que las comparaciones se realizaron con la prueba no parametrica Kruskal-

wallis. Los resultados inidcan diferencias significativas para el IM entre los 

controles negativos y las AgNPsAn y las concetraciones de GSF,  sin diferencias 

entre los dos tiempos de exposcion.   

 

La comparacion entre los tratamientos con AgNPsAn y GSF 200 µg/ml  y el control 

negativo fue significativa para AM pero no hubo diferencias con AgNPsRg y 

AgNPsCl.  En la tabla 3 se resumen los analisis realizados y sus resultados . 

 

Prueba estadística Parámetro p-valor Poshoc rel a C- 

KRUSKAL-WALLIS IM e/ tratamientos 9.404e-07*** 

 

GSF 

(todas las conc) 

 IM e/tiempo de exposición 0.231 

 

- 

 AM e/ tratamientos 0.0003438*** 

 

GSF (200 µg/ml ) 

AgNPsAn(1-10 µg/ml ) 

 AM e/tiempo de exposición 0.1551 

 

- 

 RA e/ tratamientos 0.1925 

 

 

 

- 

 RA e/tiempo de exposición 0.004469** 

 

- 
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 IMET e/ tratamientos 0.00473** 

 

 

 

- 

 IMET e/ tiempo de 

exposición 

0.04373 

 

- 

Tabla 3 : RA; relacion anafase/metafase, AM Anormalidads mitoticas, IMET indice 

metafase. 

 

Las anomalías cromosómicas observadas en los ensayos se ejemplifican en la 

figura 24 a través de fotos tomadas en la observación al microscopio óptico 

 

5.2 Griseofulvina: control positivo  

 

Es interesante destacar que los resultados obtenidos para GSF fueron los 

esperados para un control positivo. Las células meristemáticas sometidas a 

tratamiento con griseofulvina mostraron varios tipos de aberraciones asociadas 

tanto a la ruptura de cromatina y a la disrupción microtúbulo, La GSF es una 

sustancia derivada de la coumarina, utilizada como agente antifúngico y que es 

comúnmente utilizada como control positivo debido a su acción sobre el huso 

mitótico induciendo c-metafase, desorganización del huso mitótico y poliploidía. 

 

Entre los mecanismos que se podrían verse afectados por agentes disruptores de 

los microtúbulos se encuentran el balance entre el ensamblaje y desensamblaje de 

los monómeros de tubulina (Cassimeris et al., 1988). La inestabilidad dinámica de 

los microtúbulos en metafase-anafase (Taylor et al., 2004) y la regulación y control 

de la transición metafase-anafase de los complejos proteicos (Meraldi et al., 2004). 

 

Como puede observarse en los resultados, el IM obtenido por el análisis de células 

meristemáticas de Allium cepa expuestas a [300 µg/ml ] de griseofulvina muestra 

valores que indican toxicidad mitótica, mientras que para la exposición a 

200µg/ml los valores son compatibles con la evaluación genotóxica.  
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Figura 24 : a-b) c-metafase, c-d) puentes anafasicos, e-f) anafase desorganizada 

con cromosoma errante. 

 

La frecuencia de anomalías de la mitosis a las 30 hs de exposición es menor para la 

mayor concentración como consecuencia de la citotoxicidad, que lleva a que las 

pocas células que progresan en la mitosis sean en su mayoría tolerantes al daño. 

Esta forma de utilizar un control positivo implica no solo demostrar que el sistema 

de ensayo responde a la exposición sino comparar los patrones de citotoxicidad y 

genotoxicidad que caracterizan los mecanismos de acción.  

 
































