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Graracterizacion genotoxicoldgic a de agentes fungicidas y nanoparticulas de

plata aplicadas en cultivos para el control de enfermedades flingicaso

Resumen

Se caracterizo el potencal el potencial genotoxico de los agntes fungicidas
Tebuconazo| Iprodione y Nanoparticulas de plata biosintetizadas, analizando la
relacion entre la concentracionefecto sobre las variables indice mitético,
anomalias de la mitosis y aberraciones cromosdémicas por medio del test Aium
cepa como sistema in vivo.

La evaluaciénde la exposicion de las raicea Iprodione mostraron un patrén de
respuesta que indicaafectacion delsistema segregacional coimmpacto en el IM a
las 30 hspara lasconcentracionesmas elevadas.El andlisis estadistico indica que
difiere significativamente el indice de metafasey la relacion anafas/ metafase.
Este resultado es compatible con el patrondescriptivo y con la presecia de
anormalidades de tipo € metafase ydesordenes en anafase La exposicion a
tebuconazolsugiere que existeninteracciones durante lainterfase, ademasde las
que oairren durante la mitosis. Estos resultados se corresponden con los valores
de indice de metafase y relacion anafasmetafaseque no se ven afectados pda
presencia del TC£n lascélulasexpuestasa 4hs, aunque para el tiempo de 309se
muestra los valores muestan un patron inestade en funcion de las
concentraciones La frecuencia de anomalias de laitosis se incrementacon las
concentraciones sierdo la diferencia entre los valores estadisticamente
significativa para las 2 concentracionesmas elevadas (15 y 30 pg/m). Los
resultados obtenidos para la expog&ion a Ag NPs indican que las que provienen de
Aspergillus niger son capacs de inducir genotoxiédad en términos de anomalias
de la mitosis con una prevalencia de anormalidades depo C-metafases y
desddenes en anafase.Los patrones de respuestapara el indice de metafasey la
relacion anafasé metafasese ven afectadogespecto al control negativo para la

exposicidon a 30 hsy este resultado esompatible con disturbios en lasegregacién

Palabas clave: Allium cepdprodio ne, Tebuconazol Nanoparticulas,

biomarcadores



Graracterizacion genotoxicoldgic a de agentes fungicidas y nanoparticulas de

plata aplicadas en cultivos para el control de enfermedades flingicaso

Abstract:

The genotoxic potential of the fungicidal agents duconazole, Iprodione and
Biosynthesized Silver Nanoparticles was characterized, analyzing the relationship
between the concentrationeffect on the mitotic index variables, mitosis
abnormalities and chromosomal aberrations by means of thAllium cepatest 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 impaon the
MI at 30 hours for the highest concentrations. Statistical analysis indicat¢hat the
metaphase index and the anaphase/metaphase ratio differ significantly. This result
is compatible with the descriptive pattern and with the presence of @nhetaphase
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 valuesof metaphase index and anaphase
telophase ratio thatare not affected by the presence of TCZ in cells exposed to 4
hours, although for the time of 30 hours the valuesshow an unstable pattern
depending on the concentrations. The frequency of mitosis abnormalities increases
with concentrations, the difference between the valuesbeing statistically
significant for the 2 highest concentraons (15 and 30 pg/ml). The results
obtained for exposure to Ag NPs indicate that the® from Aspergillus nigerare
capable of inducing genotoxicity in terms of mitosis abormalities with a
prevalence of Gmetaphase abnormalities and anaphase disorders. Rzmse
patterns for metaphase index and anaphase/telophase ratio are affected relative to
the negative control for 30h exposure, and this result is consistent with

segregdion disturbances.

Keywords: Allium cepa, Iprodione, Tebuconazole, Nanoparticles,dmarkers.



TABLA DE CONTENIDO

CARACTERIZACION GENOTOXICOLOGICE BGENTES FUNGICIDAS Y
NANOPARTICULAS DE PLATA APLICADAS EN CULTIVOS PARA EL CONTROL DE
ENFERMEDADES FUNGICAS.

1.1 Problematica ambientalasociada a los fungicidas de uso agronémico...... 7.
1.1.1  FungiCidas QUIMICOS.........ccuuuuiieeeiiiemmmmce e e eeeeesnsimmmmnees e e e e e eennnn s emmmnnnnnd,
1.1.2 TebuCONAZOL...........uuuuiiiiiii ittt smmmseeeeees LD
3 I T o] o To [ o g = U SUPPPPPRR B SUUN
1.1.4  NanopartiCUlas............uuiiiieiiiiieemccceiie e ee e immreees e e e e e eennn e e e emmeeennmeeees L 2
1.2  Allium cepa como modelo para esayos toXicolOgiCOS.............ceeeeeeervennnes 14
1.2.1  ENSayos bIOlIOQICOS.........ccccuuiiiiiiiieeeeeeenriiiiiieeeeeee e eeeeesseeeeeeeeeaeeeeeesmmmmmnee L4
1.2.2  AllIUM CEPA...uuuiiiiii it eeeeeeeeei e eerreeeees e emeeeneeee e LD
2.1 ODbjetivo general..........oooviiiiiiiiimmcieieeeiiiiiiimmmemmmme e mmmmmmmmeeee e L Ol
2.2 Objetivos eSPeCifiCOS........ccccuuiiiiiiieeeeeeeeiiiiieeeeeeee e ceeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e smmmmmnene L9
3. HIPOTESIS...coiiiiiiiiiieieieeeemese et ememnmns e emnmnansse e seenee e iene 1O
3.1 HIPOLESIS L .o ceeceeee et eeeemmmmme e e e e mmmmenn e eeennnnn e L Dl
3.2 HIPOLESIS 2. .o eeeeeeee e veeemmmme e e e mmmmenn e e eeennnnn e 200
3.3 HIPOLESIS 3. ceeeeeee e eeeenmmme e e smmmmnnnn e e e ennnnn e 200
4. MATERIALES Y METODOS......ccittiiiiiiiiecmte e smmmmmmnns e een 22
O R |V = 1= = 1 = PR~ SO
4.1.1 BulboS deAllium CEPA.......cuuuriuiiiiiiimee ettt 22
4.1.2  Agentes qUIMICOS.......cccouuuurieneiieeeeeeeereeereeeeeeeeeseesesasameeeeeeeeeeeeesssmmmmmnns 24
N Y 1= (o o [0 1 RS
4.2.1 Cultivo de los bulbosAllium cepa..........ccoeeeeiiiiiieceeceee e eeeeeeeeeeen . 2D
4.2.2 Condiciones del CUltIVO............oiiieiiiiiiimcceeere e emreeeee e e eeenn e en 2D
4.2.3 Preparacion de las soluciones (muestrag controles)...........cccceeeeeeevenees 217.
4.2.4 Obtencion de 10s preparados.........coceoevvviiiiccceeeie e eereeeenneeeeennn . 28
4.2.5 Evaluacion dé estrés oXidatiVo..............coovvvirrimmmmmmmmeeeeieeeeeceiiieeneennneeen . 28,
4.2.6 Evaluacion de la genotoxicidad................ccooeeiieeeememmeiiiiiiiee e ceeeeeeeeennn.. 30.

4.2.7 Determinacion del indice mitotico yde fases..........c.oooovviiiiicccceeeee e, 31..



4.2.8 Determinacion de la frecuencia de aberraciones cromosoémicas......... 31.

4.3  Analisis exploratorio y estadisticos de los dass.............

Bl GenOtOXICIHA. . ..o e e DA

5.1.1 Iprodione - Analisis exploratorio .............ccoocuiiiimmmmmreeriiiiiiiee e
5.1.2 Iprodione - Analisis eStadiStiCO...........ccoouiiiiiiiccccee e
5.1.3 Tebuconazol- Analisis exploratorio............coeeeevieiiiicmmceeeie e e eeeeeend

5.1.4 Tebuconazol- Analisis €StadiStiCO.......ceuveeee e

5.1.5 Nanoparticulas de Plata (AgNPs) Analisis exploratorio........................ 53...

5.1.6 Nanoparticulas de Plata (AgNPs) Andlisis estadistico.

5.2  Griseollvina: control POSItIVO ........ccovvviiiiiiiiiiceeeccce e cmmeeer e
5.3 ESTRES OXIDAVD.......ccocoiiiueiuiervimemesmseeeteeseesesssemmsssesnssssesssesse st emnmnennes
B.  DISCUSION. ... .cuiiiiuiitinietimeemeeees et te et amnemnanes e seseeseseessmnemnmnasseeseeeeseesesens
6.1  ENSAYO AllIUM CEPAL....cii it eeeeeeee e e e e eeeeeeeeeas
6.2 Evaluacion genotdica de 10s fungicidas...........coooviiiiiiicccmmeen i
6.3 EVALUAQON DEL ESTRES OXIDATIVO......cciiuiiieeeeeeeeeeee e



CARACTERIZACION GENOTOXICOGICA DE AGENTES FUNGICIDAS Y
NANOPARTICULAS DE PLATA APIGADAS EN CULTIVOS PARA. CONTROL
DE ENFERMEDADES BNGICAS.

1. INTRODUCCION

1.1 Problemética ambiental asociada a los fungicidas de uso

agronoémico

1.1.1 Fungicidas quimicos

CONEXTO

La produccion de plaguiddas organicoso sintéticos mostré un aumento a nivel
mundial desde comienzos del siglo XXdebido al desarrollo de la industria
petrolera. A su vezla produccion y uso de estos compuestos, han aumentado la
carga de estassstancias en la atmosfera, hidréfera y suelospcasionandoeventos
de contaminacionen el ambiente(Garcia-Gutiérrez & RodiguezMesa, 2012) Los
plaguicidas utilizados en el areaagricola son una parte del espectro de los
productos quimicos industriales utilizados actualmente. Segun la base de datos de
la American Chemical Society, en 1993 se habian idemt&do mas de 13 nilones
de productos quimicos, a los que se suman cada afio unos B00 nuevos
compuestos(Ongley et al., 2010)

El uso de estos agentes quimicos en la agricultura, permitio alcanzar niveles
productivos adecuados para la comercializaciéorde productos enlos mercados

nacionalese internacionales.

FUNGICIDS
Las enfermedades flngicas quafectan los sistemas de produccion frutihorticola,
en especial la vid y cultivos de huerta, sonificiles de eliminar, debido a que los

brotes contindan produciéndose a lo largo de todas las etapas de crecimiento del
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cultivo, usualmente son las esporas gemnes han permanecido latentes a lo largo
del invierno las que desencadenan el brote de contagi®or este motivo los
fungicidas particularmente, se emplean en diversas etapas del cultivo: en el curado
de las semillas, el creimiento vegetativo y el almaceamiento postcosecha
(Wightwick et al., 2008).

Durante la aplicacion delfungicida al cultivo, una porcidh del mismo ingresara al
suelo donde persistir4 durarie algun periodo de tiempo y posiblementenigrara
debido a proesos de lixiviacibon o escorrentia. A su vemtra parte de los
agroquimicos migraran fuera de la zona de diNo ingresando a los cursos dagua
mas cercanos y las zonas de agua subterrdnea denpueden causar efectos

adversos sobre loorganismos acuatics (Wightwi ck et al.,2012).

RIESGO AMBIENTAL

El destino y comportamiento de los agroguimicgsncluyendo los fungicdas, en el
ambiente esta determinado por las propiedadesde la molécula(capacidad de
unirse a las particulas del sue y suscepibilidad de degradacion) y factores
ambientales (Tipo de suelo, precipitacién, topografiay practicas de manejo
agricola), debdo a la gran diversidad de factes existen muchos escenarios a
considerar cuando seevalua el potencial de migracién fuera de laona de cultivo y
la persistencia en el ambientéArias-Estévez et al., 2008; Komarek et aR010).
Aunque los pesticidas se emplean selectivamente para controlar determinadas
especies dafiinasesta especificidad no impide que sean toxicos para organismos
no blanco. Ademasaunque se traten de pesticidas no persistentes, su aplicacion
continua genera desequilibrios ecolégicos que alteran a los controladores
naturales, beneficiando el desarrolladde plagas, siendo eventualmente las especies
predominantes (Chambers et al., 2014; Choudhury & Choudhury, 2018)

RIESGO HUMANO
En respuesta a estas alteraciones ecoldgicas agricultor tiende a incrementarla
dosis dd plaguicida y el niumero de aplicacionesy en algunos casos, agregar

nuevos produdos (ya sea solos o combinados).



Esto,genera problemas ecoldgicos, agronédmicos, econdémicos y elsalud publica
(Navarro et al., 2008) El uso periodico de fungicidas presenta un riesgo variable
para la salud humana debido a que los residuos quedan presentes en los alimentos
y la manipulacion post cosecha favorecel €ontacto con las personagFantke &
Jolliet, 2016). EIl 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 humandgSun et al.,
2015).

Los estudios sobre la dinamica de residuos de fungicidas estanfecados en su
mayoria 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 nivelesias altos debido a la
contencion que conprende el invernadero, la poca ventilacién y alta humedadEl-
Nahhal, 2017; RialOtero et al., 2005; Sun et al., 201% que podria afectar lafoto
degradacionde los pesticidas y el proceso de evaporaciéfliao et al., 2020)

Una mayor prevalencia de sintomas respiratorios en invernaderos se ha asmn
con espacioscon poca renovacion de aire,presencia dealérgenos,mal manejo en
la aplicacion de pesticidas ya cantidadde horas por dia de trabajo(Behrens et al.,
2004).

GENOTOXICIDAD Y CARCINOGENICIDAD

La Agencia Internacional para la Investigacion deCancer (IARC) evalta el
potencial carcinogénico devarios insecticidas, fungicidas, herbicidas entre otrs
clasificando a muchos pesticidas como carcinogénicos para animales de
laboratorio (IARC, 2015)

Los efectos adversos producidos por un xenobtico a nivel celular son referidos
como citotoxicos y se manifiestan por la pérdida de funciones vitales celulares
como la respiracion ola permeabilidad de la membrana. Otros efectos citotoxicos
afectan ala progresion del cicb celular, comoresultado dela muerte celular o la

detencion del ciclo celular en el tejidgroliferante.



La genotoxicidad se circunscribe a los efectos adversos sobre el sistema de
transmision de la informacién genética e incluye el dafiol 8ADN o a cualquier
molécula que cumpla un rol endicho proceso, como pueden ser las proteinas
asociadas al control y regulacion deticlo celular o las proteinas que componen y

regulan el funcionamiento del huso mitético.

El potencial genotoxco es un &ctor de riesgo paraefectos a largo plazo tales como
carcinogénesis, toxicidad reproductiva y enfermedades neurodegenerativakos
ensayos para evaluar el potencial genotoxico, presentarorresultados positivos
para numerosos pesticidagBolognesi, 2003)

El tebuconazol y ellprodione sonfungicidas que pertenecen a los grupoguimicos
triazoles ydicarboxiamidasrespectivamente. Sorfrecuentemente utilizados en las
formulaciones, tanto de forma individual como combinada con otros prhictos,
aunque su potencial gentdxico no se encuentra suficientementecaracterizado
(Castro et al., 2018; Chaufan et al., 2019)

1.1.2 Tebuconazol

El tebuconazol es o fungicida de amplio espectroampliamente utilizado en la
agricultura. Los residuos de éstey otros fungicidas se detectan mas
frecuentemente en los productos frutihorticolas que ds insecticidas y los
herbicidas, indicando que supersistencia es elevadg " AHA | AOT EE
(Ticha et al., 2008)Cesrik et al., 2015 Ticha et al., 2008).

Estudios realizados en ratas demostraron que la exposicion a 60 mg/kg/dia 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 fetotdxica y reproductiva
para dosis de entre 50 y 100 mg/kg/dia de tebucoreol (Taxvig et al., 2007) No
existen suficientes estudios sobre la genotoxicidad del tebuconazol y los inftes
de la Environmental Protection Agency indican que estudios realidas en

diferentes sistemas com@rueba de Ames, micronucleos en
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raton, intercambio de cromatides hermanas en cultivos de ovario de hamster
chino (CHO) y sintesis de ADN no programada éepatocitos de rata, no aportan

evidencias demutagenicidad (EPA Environmental Protection Agency, 1999)

Estudios citogenéticos en sangre pe#fica de bovinos revelan inducan de
aberraciones cromosdmicaspor exposicion a tebuconazol en el rango de 360
ug/mlj £ EOEET OU . Bl GestAd Aflim cepripfarn@ que concentraciones
de la formulacién comercial entre 1800 y 600Qug/ml producen aberraciones en la
division mitotica y meidtica (Fisun & Rasgele, 2009)

La escaez de estudios para evaluar lgenotoxicidad de estdungicida, asi como de
otros triazoles es alarmante considerando el uso frecuente de estas sustancias
quimicas en la frutihorticultura y su persistencia en los productos y en @imbiente
(EFSA, 2009)

1.1.3 Iprodione

Iprodione (IP) es un fungicidasistémico, protecor y curativo perteneciente al
grupo de las dicarboximidas, utilizadas para el tratamiento de una amplia variedad
de enfermedadesflingicas.Es compatible con la mayda delos pesticidas de uso
comun en la agricultura moderna. Se recomienda aplicar con agua ligeramente
acida, se aplica en hortalizas, plantas ornamentales, frutas, tubérculos, algodon y
girasol, para controlar una variedad de plagas de hongos &s cultivos. Iprodione
actia como un fungicida sistémico inhibiendo la germinacion de esporas y el
crecimiento del micelio de hongos(Loutfy et al., 2015) Estudios previos han
indicado que los fungicidas de dicarboximidaales como iprodione y vinclozolina
inducen la peroxidacién de lipidos por mediode especies reactivaxigeno en los
hongos.

La exposicién alimentaria a los residuos de iprodione se produce a través del agua
de alimentacion y bebida. Iprodione es activo re el suelo y persiste durante
periodos variables de tiempo. La poblacion humana puede estar expuesta a
iprodione por el uso a niveles residencial y laboral de la mezcla, carga y aplicacion

del compuesto en forma de polvo humectable o liquid@wHO/FAO, 2001)
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Se han desarrollado difeentes métodos para detectar la presencia dé&P en los
alimentos (Bian etal.,2020; Loutfy et al., 2015; Xu et al., 2019En este sentido, el
IP fue clasificado como carcinégeno de categoria 2 de acuerdo con el Reglamento
(CE) n.o 1272/2008 del Parlamento Europeo y reclasificado como carcindégeno de
categoria 1B y toxico parda reproduccion de categoria 2 por el Reglamento de
Ejecucion de la Comision (UE 2017/2091). La aprobacion de & no fue renovada
en 2017 debido a su actividad como disruptor endocrino y por el potencial
genotdxico de su metabolito mas importante(European Food Safety Authority
(EFSA)., 2016; Pisani et al., 2016Ademas, algunas cuestiones relacionadas con la
evaluacion del riesgo ecotoxicologicale IPno se han estudiado a fondo, como el
destino de sus metabolitos residuales en el medio ambiente.

La citotoxicidad y genotoxicidad dé IP se encuentra poco estudiada. Un estudio
previo demostré que IP induce citotoxicidad, desequilibrio oxidativo y
genotoxicidad en la linea celular HE{2, y los resuldos de los ensayos de MNi y el
tipo de anomalias en la divisibn sugirieron mecanismos de accidtanto

aneugeénicos o clastgénicos(Chaufan et al., 2019)

1.1.4 Nanoparticulas

Actualmente, la aplicecion de métodos quimicos, es lastrategia mas utilizada y
efectivapara elmanejo y control enenfermedades fungicassin embargo,multiples
estudios han evidenciado que lasianoparticulas metélicasposeen propiedades
antimicrobianas contra diversos patégnos (Khan et al., 2019; Palencia et al.,
2015).

Se han desarrolladovarios métodos quimicos y bioquimicos para la sintesis de
nanoparticulas metalicas, siendo la biosintesis considerada amigable con el
ambiente delido a que, a diferencia de los métodos quimicos vy fisicos, presenta
beneficios ambientales al emplear reactivosnocuos, minimizando los residuos
toxicos. Por las razones mencionadas, este método es conocwmno sintesis verde

o delinglésOCOA AT  sbdd haddmat€rikles(Hulkoti & Taranath, 2014).

Uno de los principios mas llamativos en la sintesis verde, es la reduccion y

eliminacién del uso y generacion de sustancias peligrosas durante mloceso de
12



manufactura y aplicacion de los productos quimicos. Lo que apunta a redisefio de
los procesos actualmente empleadosy desarrollo de métodos alternativos
mediante la introduccion 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 eficacesintetizando
nanoparticulas de distintas composicioes quimicas coractividad antimicrobiana
como oro, plata, sulfuro de cadmio, sulfuro de zinc, cobripxido de titanio, 6xido

de zincy nanoparticulas magéticas (Jaidev & Narasimha, 2010; Kuppusamy et al.,
2016). Las nanopatrticulas de plata, somna opcién alternativa al uso de agentes
quimicos, par el control de enfermedades fungicas. Son consideradas inocuas a
nivel ambiental, sin embargq su potencial citotdxico y genotdxico es aun debatido
(Lim et al., 2012) La accion bi@ida se atribuye a la fomacion de radicales libres,
los cuales dafian la membnaa lipidica celular interrumpiendo su funcién celular
(Schuster et al., 2014)

Tanto el uso de nanoparticulas y fungicidas quimicos, liberan resios al ambiente
gue se encuentran presentes en los pductos, especialmente sobre el suelo y
cuerpos de agua. Por lo tanto, su aplicacién continua pude generar desequilibrios
ecologicos y ambientales (Ammar, 2018), conllevando a problemas de
contaminacion ambiental, alimenaria o enfermedades por exposicion laboral.Por

lo tanto, d uso y aplicacion denanoparticulas para el control de enfermedades
fungicas, presenta la misma problematica ambiental que la sefialada palos
fungicidas quimicos y isten pocos datos sobre le potencial citotoxico vy

genotdxico de estos materialegMedina etal., 2007)

Los estudios de genotoxicidad en nanoparticulas revela que a bajas
concentraciones los efectos no son importantes debido a quéntervienen los
mecanismos de chequeo y reparacion del ADM el control de los procesos

vinculados a la segregacid cromosomica(Kumari et al., 2009)
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Las dosis umbrales para agentes genotdxicos pueden variar con el tiemge
exposicidn y su caracterizacion es esencial paratablecer los niveles de riesgo
genotoxico que se presentan a bajas dogidlassarsky et al., 2014)

La relacion dosis-respuesta es uno de loparametros criticos del enfoque,en la
evaluacion de riegos de salud desarrollado en 1983 por el Consejo Nacional de
Investigacion (NRC, 1983).

El conocimiento derivado de estos estudios contribuye con la gestidrpara
establecer las medidas de control satario por parte de los organismos
reguladores que intervienen en las autorizaciones de uso y comercializacion, asi
como paraimplantar los nivelesméximos permitidos de los residuos de pesticidas

en los productos elaborados.

1.2 Allium cepa como mode lo par a ensayos toxicoldgicos

1.2.1 Ensayos biologico s

Los ensayosbioldgicos se basan en metodologias que permiten determinar los
efectos de agentes fisicos, quimicos u otros organismos de prueba bajo condiciones
experimentales controladas(Barr, 2008). La medida de la toxicidad se establece en
base a los efectos observablaenominadospuntos finales o eringlés,@ndb 1 ET 006
Estos efet¢os pueden presentarse en diferentes niveles de organizan bioldgica,
desde moleculares o celulares, hasta poblaciones o comunidades. A partir de la
cuantificacion de estos efectgsse obtienen los parametros que permiten por

medio de pruebas estadisticaestablecer el nivel de toxicidad

En este sentido,d toxicidad es la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto
adverso sobre un sistema bioldgico y dependera de las propiedadgsimicas del

compuestq la concentracién, el tiempo de exposiciéfPablo M. Demetrio, 2014)

Segun el tiempo de exposicion los bioensayae clasifican en agudo: donde el
tiempo de exposicidones corto enrelacién con el ciclobiolégico evaluado.Cronico:
el tiempo de exposicion es prolongado y abarca un clo de vida completo o una

etapa de desarrollo completal Bedaux & Kooijman, 1994; Klaassen et al., 1998)
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El tiempo de exposicion es variable y es el lapso de tiempo que el agente incide
sobre una poblacién, eganismo, Organo, tejido o célula en determinadas
concentraciones o dosis. La concentracion 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, estan constituidos por
parametros bioquimicos, genéticos morfolégicos o comportamerntales que

permiten interpretar los efectos toxicos.

Los bioensayos pueden seuniespecificosen donde seobtiene informacion sobre
la relacion dosis-respuesta,los resultadosa la exposiciénsuelen no ser aplicados
otras especieso multiespecificos pueden extrapolarse los resultados a otras
especies,reproducen el efecto sobre la comunidad y presentan mayaplicacion
ecoldgica(Cairns & Pratt, 1990)

El disefio de un bioensayo debencluir aspectos tdes como:controles, d control
negativo esindispensabley en el caso deébioensayos de laboratorio debeser un
medio de exposicion libre del compuesto analizado. Fecuentemente para el
control negativo, se utiliza medio acuosocon elementosbasicosque pemitan el
crecimiento adecuado de los organismos expuestoBl control positivo, se utiliza
como una herramienta de validacion quepermite verificar la respuesta del
organismo de pruebapor este motivo seemplean agentes de acciénconocida En
algunos cass el control posiivo es necesarioespecialmente cuandose utilizan
metodologias que pueden mostrar datos falsos negativos por cuestiongnicas
(Consuelo et al., 2004)

Algunos controles msitivos utilizados en toxicologia son: Dodecisulfato 13 de
sodio; Aorofenol; Fenol, Cloruro decadmio; Dicromato depotasio, para evaluacion
de efectos genotdxicos pueden utilizarse, ademas Bleomicina; Ciclofosfamida,
Metilmetanosulfonato y Griseofulina. 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 solventemas utilizados son: Formamida;

Acetona; Dimetil sulbxido; Trietilén glicol (Nancy Andrioli et al., 2012)
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Los organismos de prueba para las aplicaciones de los bioensaym®sentan las
siguientes caracteristicas alta sensibilidad, dsponibilidad, posibilidad de
mantenimiento en el laboratorio y ser un organismo estudiado del cual se tenga
suficiente conocimiento sobre la biologia del mismo. Todos los organismos de
prueba deben provenir de la misma fuente ya sea de origeomercial onatural y
en este Ultimo caso se debe garantiz que no presentenefectos previos por

contaminacion del ambiente de origerfConsuelo et al., 2004)

1.2.2 Allium cepa

Las plantasvasculares son utilizadas como modelos para evalar toxicidad de
agentes quimicos, mezclas y muestras ambientalékt & Igbal, 2019) Presentan
una alta sensibilidad para detectar agentesnutagénicosya que permiten evaluar
tanto mutaciones puntuales como aberraciones cromosémicas en ceélulas de

diferentes 6rganos y tejidos cmo las raices, hojas y pole(Feretti, et al.,2008).

Las especies de plantasvasculares mas utilizadas para la evaluacion de
contaminantes ambientales sonAllium cepa, Vicia faba, Zea mays, Tradescantia,
Nicotiana tabacum,Crepiscapillaris y Hordeum Dentro de estasAllium cepaha
sido considerada como un modelo 6ptimo para evaluar dafios cromosomicos Yy
alteraciones en el ciclo mitético, presenta unos cromosomas de gran taiitay en
namero reducido (2n=16) ( Grant, 1994)

Los ensayos de genotoxicidad en plantas son relativamente econémicos, brindan
resultados rapidos y confiables, el ersy/o deAllium cepa esuna prueba eficazpara

la detecciébn y seguimientoin situ de la genotoxicidad de contaminantes
ambientales y es comunmente utilizada para el analisis de la genotoxicidad de
muchos pesticidas los cualesnducen aberraciones cromosémias en las células
meristematicas del sistema radicular (Leme & MarinrMorales, 2009) Ademas,
estos ensayos son sensiblepara medir y analizar efectos clastogénicos y
aneugenicos (Andrioli et al.,, 2014) La primera estandarizacion del ensayo de

Allium cepafue realizadapor Fiskesjo(1985) .
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Este modelo permite ademas la recoleccidon y conservacion del apice de la raiz, el
cual es un tejido altamente proliferante que conserva intactos los procesos
celulares siendo asi un modelon vivo, correspondiente al nivel 3 de anasis de
genotoxicidad (Mudry & Carballg 2006). Dicha estandarizaciénincluye tanto los
efectos toxicoldgicos basados en lahibicion en el crecimiento de la raiz, como los
efectos citotoxicos como la Inhibicion del indice Mitético (IM) medido como el
namero total de células en division en uniclo celular, y genotoxicos como la
frecuenciade mitosis anormales (MA)

Lasanormalidades como puentes anakicos y extremos pegoteados son resultado
de la clastognesis o rupturas cromosOmicas mientras que aquellas como G
metafases, anafases multipolas, anafases desorganizadas cromosomas
rezagados,células poliploides estaria vinculadas con la aneédgesis, debido a la
malformacion o disrupcién del huso mitotico,y como consecugacia a unamala
segregacion delas cromatidas (Saunders et al., 2000)Los fragmentos podrian
formarse como consecuencia @ ambos mecanismos de genotoxicidad durante la

citocinesis(Lynch et al., 2019)

Se espera queestas anormalidades de la mitos se manifiestan en la siguiente
interfase como microndcleos (MN). Estas estructuras sonsimilares al nucleo
celular, pero de tamafio reducido.La cuantificacion de los MNpermite evaluar el
nivel de losefectosgenotdxicosque sonel resultado deruptur as de la cromatina o
defectos en la segrgacién mitotica. Aunquepueden derivarse deotros procesos

comola poliploidia como un mecanismo para eliminar el exceso de ADN.

Una de las ventajas del uso dallium cepacomo mocklo, es la posibilidad de
exponer la prueba directamente a mezclas comejas sin un tratamiento previo, se
han evaluado una gran variedad de compuestos quimicos, pero también
compuestos solubles en cuerpos de agua (rios, lagogizps, agua potable, etc.)
como compuestos metalicos, mezeak de compuestoy muestras desuelos(Leme &
Marin-Morales, 2009; Masarsky et al., 2014)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo general caracterizar, el potencial

genotdxico de los agentes fungicidastebuconazol, iprodioney nanoparticulas de

plata biosintetizadas,analizandola relacion entre la concentracion-efectosobre las

variables indice mitético, anomalias de la mitosis yaberraciones cromosomicas

por medio del test deAllium cepacomo sistemain vivo.

2.2 Obijetivos especificos

Evaluar la informacion brindada por el sistema de ensayo acerca de
accion genotéxica de los agentes quimicogertenecientes al grupo de los
triazoles (Tebuconazol), dicarboxiamidas (Iprodione) ynanoparticulas de

plata biosintetizadas.

Ampliar el conocimiento sobre los mecaiismos involucrados en la
respuesta genotoxicadel dstema de ensaycAllium cepacomo biomonitor

de genotoxicidad.

Caracterizarla respuesta celular del sistema de ensayo d& cepafrente a
dos tiempos de exposicidn a los agees fungicos iprodione, tebeonazol y
nanoparticulas, que incluyenuna duracion menor y otra mayor aun ciclo

celular.

3. HIPOTESIS

3.1Hipotesis 1

Ho: Los agentes fungicidas Iprodiong tebuconazol y nanoparticulasde
plata, no ejercenaccion citotoxica sobre las ceélulas meristematicas de

Allium cepa
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Ha: Los agentes fungicidadprodione, tebuconazoly nanoparticulas de
plata, ejercenaccion citotdxica sobre las célulasmeristematicas de Allium

cepa

3.2Hipotesis 2

Ho: Los agentes fungicidas Iprodionetebumnazol y nanoparticulas de
plata, no ejercen accion genotdxica sobre las células nstematicas de
Allium cepa

Ha: Los agentes fungicidas Iprodionetebuconazol y nanoparticulasde
plata, ejercen accion genotoxica sobre las células meristematicas Aium

cepa

3.3 Hipdtesis 3

Ho: La regpuesta celular por expogion a los agentes fungicids Iprodione,
tebuconazol y nanoparticulasde plata, no difieren con el tiempo de

exposicion para las células meristematicas de Allium cepa
Ha: La respuesta celular porexpodcion a los agentes fungicids Iprodione,

tebuconazol y nanoparticulasde plata, difieren con el tiempo de exposicion

paralas células meristematicas déllium cepa
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4. MATERIALES Y METODOS

41 Materiales

4.1.1 Bulbos de Allium cepa

Para el presente trabajo se emplearon bulbos de ceboll@lium cepal.), como
modelo experimental en plantas vasculares. En este tipo de eyss, los tejidos
meristeméticos y de elongacion (queson parte del crecimiento de la raiz),son
expuestos a las sustanas cuyo efecto sejuiere evaluar. Se analizan indcadores
genotoxicologicos como la inhibicion de la divisibn mitGtica, alteraciones durante
las fases del ciclo celulary aberraciones cromosémicasinducidas durante la
anafasey la metafase

La cebollacumple un ciclo bienal, durante el primer afio se fona el bulbo y
durante el segundo florece. Después de cosechados los bulbos son seleccionados
de acuerdo a las caracteristicas de cada variedad (forma, tamafio y col@paviola

& Oliva, 1997)

El fotoperiodo es el factor mas importate en la formacion del bulbo, la
bulbificacion es nducida por la interaccidén entre la temperatura y el largo del dia,
las de dia corto corresponden al tipo valencianita, las de dia intermedio al tipo
torrentina y las tardias d tipo valenciana(Silva, 2014).

En Argentina la ceblla (Alium cepg se cultiva en San Juan, Mendoza y sur de
BuenosAires. Pertenece a la familia de ldsiliaceasy comercialmente representa el

16% de las exportaciones de hortalizas

PRINCIPAL hortaliza exportada PRINCIPALES provincias PRINCIPALES destinos de
por la Argentina argentinas exportadoras exportacién de cebolla

39% 85.4% 94.4%
(229.67Z toneladas] CEBOLLA (196.202 toneladas) BUENOS AIRES [216.907 toneladas)

17% .y 2.8%

(103.912 toneladas) POROTO 24.254 toneladas) RIO NEGRO [6.3.30 toneladas) PARAGUAY

0,
12% 49 Y
(73.413 toneladas] (7.805 toneladas) [4.339 toneladas] URUGUAY

Figura 1: Porcentaje de Hortalizas y provincias exportadoras
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La produccion de cebollas tempranas se ha mantenido estable dur@nla dltima
década, mientras que las cebollas tardias registran un importante crecimiento a
partir de 1988, debido al aumento en las exportaciones, especialmente al mercado
brasilero. La mayor parte del area cultivada con cebollas de dia largo esta
constOOEAA bHi O Al A
al., 209).
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Esta adaptada a condiciones de dia largo, ldmlbos son redondos de tamafio
mediano, con numerosas capas dmtéfilasde color bronceado, pulpa firme, blaca

y pungente. Es muy resistente a la floracion prematura y al brotado en almacenaje.
Se usa pra consumo fresco, actualmente cerca del 80% de Isuperficie
implantada con cebolla en Argentina se realiza con este cultivlDNA - Direccion

Nacional deAgroindustria, 2009).

En este trdbajo de sis se empled la variedad valcatorce desarrolladaopel INTA,
debido a su alta disponibilidad, rendimiento y conservacion postosecha(INTA,
2016).

Figura 2: Allium cepa variedad Valcatorce
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4.1.2 Agentes quimicos

Para el desarrollo de las investigaciones del siguiente trabajo de tesks utilizaron

los siguientes compuestos

- Tebuconazol laboratorio Sgma Aldrich, PESTANAE, estandar analitico,
namero de CAS: 1075346-3, fdrmula quimica: C16H22CII8O, peso

molecular: 307.82

- lprodione: laboratorio sigma aldrich, PESTANAR, estandar analitico,
numero de CAS: 3673419-7, formula guimica:
CL2C6H3RC3H202CONHCH(CHS3)2, peso molecular: 330.17

- Griseofulvina: (Sigma, CAS Numbef:26-07-8). Seempleé como control
positivo en los ersayos debido a ss efectos citotdéxico y genotdxico en

Allium cepa(Control positivo).

- Dimetil sulféxido: Laboratorio Baker numero de CAS: 668-5, formula

quimica: C2H5S0, peso molecular: 78.13 (Solvente).

- Orceinaacética (colorante).

- Acido acético ¢pcial: Laboratorio Merck, numero de CAS: 649-7, formula
quimica CH3COOH/C2H402, peso molecular: 4¢Fijador).

- Losnanoparticulas de plata biosintetizadas AgNP9 fueron suministradasy
caracterizadas por el Laboratorio de Microbiologia Industrial de la
Universidad Nacional de San Luis, Argentina. Los organismos mediadores
fueron Aspergillusniger (NRRL 1419),Cryptococcus laurentiiBNM 0525) y
Rhodotorula glutinis(BNM 0524).Los métados de sintesis y caracterizacion
fueron los descritos enFernandez et al, 2016 e incluyeron el tamafio
promedio y la naturaleza quimica de losxompuestos que ro@an las

nanoparticulas
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- Los AgNP biosintetizados deAspergillus niger(AgNPsAN) mostraron un
tamafio de 40 + 5 nm y presentaron una alta concentracién de proteis y
una baja concentracion de carbohidratos. Los AgNP d€ryptococcus
laurentii (AgNPsCI) y Rhodotorula glutinis (AgNPsRg) mostraron un
tamafo de 35 + 10 y 15 + 8 nm respectivanmte. Enel caso de los AgQNPEI,
los compuestos que rodean a los AgNPs fuer una alta concentracion de
carbohidratos tipo arabinogalactano y una baja concentracién de proteinas.
Mientras que para los AgNRRg se detectd una alta concentracion de

carbohidratos tipo arabinan y galactoglucomanan

Para todos los experimentos se iliz6 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 tamafio pequefio pifarme, se indujo el
crecimiento de las raices adventicias que surgen deliprordio ubicado en el disco
inferior del bulbo mediante la hidratacion del mismo.

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

contienen las susancias aevaluar (y sus diferentes concentraciones).

Las raices crecen en eiedio liquido y su crecimiento esta mediado por dos
procesos: La divisién celular que ocurre en la regionmeristematica de la raiz
ubicada en el extremo distal con respecto al thwo y la posterior elongacion de las
células que se originan en el meristemalando lugar a unaregion contigua
conocida como zona de elongaciofen la region proxima al bulbo laraiz presenta

célulasmasdiferenciadas
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La exposicion se inicia luego de peritir el surgimiento de las raices (longitud de
1cm aproximadamente) lo cuahormalmente ocurre pasadadas 24- 48 horas.

De forma preliminar a la exposicion, a los bulbos se le retirarorod catéfilos
exteriores y las raicillas del disco de crecimientofueron lavados y parcialmente
sumergidos en tubos plasticos los cuales cont@an agua filtrada no clorada con el
fin de estimular el crecimiento de las raices (2448 horas). Pasado este periodo se

eligieron los bulbos quetuvieran raices conuna longitud entre 0.5y 1 cm.

Para el crecimiento posterior de las raices se implementin disefio de 5tubos de

50ml cada uno, con sus respectivas entradas de aire

Figura 3: Montaje de ensayodllium Cepa

4.2.2 Condiciones del cultivo

Las condiciones de los ensayos sestablecieron en base a la bibliografia
consultada. Se instalé un sistemaedsuministro constante deaire y el tiempo de
exposicion se establecié en funcién al ciclo celular de las célutasristematicasen
division de Allium cepa se trabajarondos tiempos 4 horas (Tiempo menor al que
transcurre un ciclo celular) y 30 horas (Tiempo en el que ocurren

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

Todas lasdiluciones se ralizaron con agua filtrada no clorada que se utiliz6 como

control negativo.

IPRODIONE

Seutilizaron 150mg de Iprodione el cual fue diluido en 600mlpara preparar la
solucion madre a partir de la cual se realizaron las siguientes diluciongz5], [50],
[100], [250] pg/ml .

TEBUCONRZOL

Se utilizaron 18mg de iprodione el cual fuediluido en 600ml para preparar la
solucion madre a partir de la cual se realizaron las siguientes diluciones [1], [5],
[10], [30] pg/ml.

NANOPARTICULAS

Las muestras de AgNPs de coentraciones conocidas se sometieron a ultrasonidos
cada tres ciclos de @ segundos con intervalos de enfriamiento. Se prepararon las
siguientes dilucionesAgNPs biosintetizadosAgNPsAnN: [1] y [10] pg/ml; AgNPs
CI:[0,01],[0,1] y [1] ng/ml y AgNPsRg:[0,01],[0,1] y [1] pg/ml.

GRISEOFULVINA

A partir de 500 mg de griseofwina (Sigma, Numero CAS: 1267-8) diluida en
10ml de DMSGse preparo la solucidbn madre para realizarlas diluciones [20] y
[300] pg/ml como controles positivos para los efectos de egnotoxicidad y

citotoxicidad.
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4.2.4 Obtencion de los preparados

ANALISIS DESENOTOXICIDAD

Las raices se colocan durante 10 min en una solucion de &cido clorhidrico 1N, con
el objetivo de disgregar la pared celular y permitir posteriormente el ingreso del
colorante al interior de la célula. Al finalizar la digestion de la pared tdar se
separa el 4pice de la raiz y se coloca sobre un portaobjetos con una gotameina

acética.

Figura 4: Montaje de laminas, Microscopio Leica DMLB.

Con una agup de dseccion se disgrega el material y se coloca un cubre objetos
aplicando presion, aplicando la técnica de aplastamiento. Para la observacida

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

4.2 .5 Evaluacion del estrés oxidativo

Para conseguir los homogenatos se cortaron los apices @s taices hasta obtener
200mg de tejido por cada determinacion.

Los tejidos fueron colocados en tubos conicos descartables de 2ml (Eppendorf, que
fueron mantenidos en hielo constantemente con buffer fosfato 50mM apH: 7
contenido 1ImM de EDTA. Como inhibidores de proteasas se utilizaron
benzamidina 0.2mM y PMSF OrBM.
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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 proteasabenzamidina 0.2nM y fenil-metil-sulfonil -
fluoruro (PMSF) 0.5nM. Los sobrenadantes se utilizaron como fuentpara la
determinacion de la actividad deagentes antioxidantescatalasa (CAT) yglutation

(GSH)y del dafio oxidativo por medicién de malén dialdehdlo (MDH).

Figura 5: procesado de raices en frio, para estudiate estrés oxidativo

Contenido de proteinas

El contenido de proteina soluble total fue medido poel método de Bradford que
utiliza albumina de suero bovino como patrénLos resultados seexpresaron como
mg de proteina por ml(BRADFORD, 1976)

Peroxidacion lipidica

El nivel de peroxidacion lipidica se midié segun Marnet 1999, por la
cuantificacion de productos finales, especificamente emalondialdehido (MDA)
(Marnett LJ., 1999)

Contenido reducido de glutation

Los niveles de GSH se midien siguiendo el Andersonen presencia de acido. 5;5
ditiobis nitrobenzoico. Se utilizé una solucion recién preparada de glutation para
generar una curva estandar. &s resultados se expresaron como nmol déSH por

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

La actividad de catalasa (EC 1.11.1.6) se midi6 como la disminuci@n

concentracion de H202 registrando la absorbancia a 240 nrhos resultados se
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expresaron como unidades CAT por mg de proteina.La unidad CAT se ddiiio
como la cantidad de enzima que transformd mmol de H202 por min.(Aebi,
1984).

4.2.6 Evaluacion de la genotoxicida d.

Una vez finalizada la expsicion de las raices se cortaron con una longitud
aproximada de 2 cm desde dpice y se fijaron en 3 partes de etanol absoluto y una
parte de &ido acético, durante 48 horas. Posteriormente se transfirieron y se
conservaron en una solucion de etanol 70%asta el momento de la elaboracion de

los preparados.

La respuesta genotoxia se midi0 a través de la cuantificacion de los
biomarcadores los cuales permiten indicarlas alteraciones inducidas en el ciclo

celular, dafio cromosomico y anormalidades en kegregacion de las cromatidas.

Los biomarcadores asociados son:

- Alteracionesdel ciclo celular:inhibicién del indice mitético e indice de fass.

- Alteraciones en los indices de fasee analizéla relacion anafase/metafase

- Se consideraron las anomaliasde las mitosis indicadoras de dafio
cromosomico o clastognesis como fragmentos acéntricos, puentes
anafasicogtelofasicos anillos y extremos pegajosos e indicadoras de
disrupcion en la segregacion de las  cromatides:
CGmetafase,desordenes de la anafases(cromosomasrezagadoso errantes,
migraciones no sinconizadasde lascromatides), telofases multipolares.

- Las aormalidades de la interfase. Micronucleos, células binucleadss,
minicélulas, yemasnucleares fueroncuantificadas,aunqueno se incluyeron
en el analisis. Esto se debe aue son resultado de las anterioresy su
inclusion interfiere con el andlisis de las respuestasbtenidas endiferentes

duracionesdel ciclo celular
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4.2.7 Determinacion del indice mitotico y de fases

El indice mitético (IM) se calculécomo el nUmero de células en divisiébn cada 1000

células observadas.

Los irdices de fases (Profase, metafase, anafase, telofase) se calcalamamo el
namero de células en cada fase / células totales en divisidma relacion metafase/
anafase y el indicede metafase se consideraron para analizar efectos en la

dindmica de la segrgacion de las cromatides.

Numero de células en mitosis

Indice Mitotico = Numero total de celulas x 100

Numero de celulas en cada fase x 100
Numero de celulas en mitosis

Indice de Fase =

Numero de celulas en metafase
Numero de celulas en anafase

Relacion M/A =

4.2.8 Determinacion de la frecuencia de a berraciones
cromosomicas
Anormalidades enanafasemetafase secuantificaron los indicadores de ddio cada

500 células enanafasesmetafases

4.3 Analisis exploratorio y estadisticos de los datos

Para ambos analisis se utilaron los programas R studio 33.6(R Core Team 2019)

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

Se realizo un analisis exploratorio de I datos con el objetivo de visualizar las
respuestasobtenidas por la exposicion cada agente y a cada tiempo. Cuando los
supuestos de normadad y homocedasticidad se cumplieron sempleé ANOVA

para las comparaciones de los datos del indice mitéticdndice de fasesy de
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anormalidades de la mitosis y la interfase para cada tramiento que incluyo el
agente, las conaetraciones y los tiempos deexposicion.

En caso contrario se aplié@ la prueba no paranétrica de Kruskal Wallis. Se
compararon los datos obtemdos en los diferentes tratamientos con respecto a los

controles negativas mediante una pruebaposhocde Dunneto Dunn segun el caso
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5. RESULTADOS

5.1 Genotoxicidad

5.1.1 Iprodione - Analisis exploratorio

Los resultados prosenientesde las célulagneristeméticasen raices deAllium cepa
expuestas alprodione (IP) indican que los valoresdel indice mitético (IM)
presentan un patron de variacion masmarcado enlas células expuestas a 30 hs
(entre 1 y 2 ciclos de division).Ademas, en este grupo se observan valores de IM
mayores a los valores control omo respuesta a lasconcentraciones mas hjas
(Figura 6a).

Fig. 6 (a)
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Fig. 6 (b)
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Figura 6 a: Distribucién de valores de IM para los tratamientos con IP y controleslas 2
tiempos ensayados (g: 4hs, AJ: 30 hs)b: Patrones de respuesta pa los valores

promedio de IM en los 2 tienpos ensayados.

La relaciéon anafase/metafase (RA) presenta importante variabilidad en ambos
grupos mostrando una deplecién en el grupoealcélulas expuestas a IP durante 30
hs entre las concentraciones 50 'y 200 ol (Figura 7a).
De acuerdo a lo observanl dicha deplecion se produce a expensas del aumento del

indice de metafases (IMET) (Figura 8a).
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Fig.7 (a)
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Figura 7 a: Distribucién de valores de IMET para los tratamientos con IP y contes a los
2 tiempos ensayadoga-j: 4hs, AJ: 30 hs)b: Patrones de respuesta para los valores
promedio de IMET en los 2 tiempos ensayados.
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Fig. 8 (a)
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Figura 8 a: Distribucion de valores de la relacion anafase/ metafase para los trataemitos
con IP y controles a los 2 tiemposresayados(a-j: 4hs, AJ: 30 hs)b: Patrones de respuesta

para los valores promedio de la relacion anafase/ metafase en los 2 tiempos ayados.
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Los patrones de variacion para cada parametro estudiado en los 2 rtipo de
exposicion pueden visualizarse enols graficos correspondientes (Figuras 6i8b)
indicando las interacciones entre los tratamientos y el tiempo dexposicion, asi

como los rangos en los que se conservan dichos patrones

Si observamos el comportamierd de losindice de fasesn general, se obervaque,
para el tiempo de exposicion de 4 horas, el ciclo celular &tlium cepano se altera
por la exposicion a Iprodione en las coridiones de ensayo aplicadas en este
trabajo de tesis.La frecuencia de lasdses méas abundantes varia dependiendo de |
duracion del ciclo. Teniendo en cuenta que la duracion del ciclo celular &tlium
cepaes de aproximadamente 13 horas, en el ensayo dgposicion 4 horas donde
no se alcanza a completar el ciclo, la fase mas abante fue anafase,

comportandose de formamuy similar al control negativo (Figura9).

% de fases - Iprodione - 4 hrs

Gf[300] Gf [250] CONTROL-  IP[25] IP [50] IP[100]  IP[250]

EPEM mBA T

Figura 9 : Numero de fases en celulas meristematicas raices ddium cepagexpuestas a
diferentes concentraciones de Iprodion€IP), 4 horas . P: profase, M: metafase A:anafase

T: telofase Gf:griseofulvina.

Para el tiempo de exposicion de 30 horas, los valores correspondientes a los
indices de fase, presentaron diferencias, comparados rcdo observado en el
control negativo (-) mostrando que el ciclo celular emAllium cepase ve alterado

por la exposicon a Iprodione.
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La fasemasabundante fuela metafase, la mismae incrementa con el aumento de

las concentraciones de iprodione evaludas.

% fases - Iprodione - 30 hrs

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

10,0

oo M1

GF[300] Gf [250] CONTROL- IP[25] IP [50] IP[100]  IP[250]

EPEM mA T

Figura 10 : Numero de fases en celulas meristematicas raices A#ium cepa.expuestas a
diferentes concentraciones de Iprodiong(IP), 30 horas . P: profase, M: metafase A:

anafase T: telofase Gf:griseofulvina.

Las aromalias de la mitosis presentan un patrén de respuesta con un incremento
no lineal con las concentraiones, para ambos tiempos de exposiciésiendo mas

variable para la exposicion méas prolongada (Figurhla).
Los patrones de variacion para cada parametrestudiado en los 2 tiempos de

exposicibn son similares con poca o0 nula interaccién entre los tiempode

exposicion.
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Fig 11 (a)
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Figura 11. a:Distribucion de valores de la AM para los tratamientos con IP y controles a
los 2 tiemposensayados @-j: 4hs, AJ: 30 h$. b: Patrones de respuesta para los valores

promedio de AM en los 2iempos ensayados.
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Con respecto Al tipo @ anomalias o aberraciones cromosOmicas de la mitosis

(AM), se observan diferencias en las proporciones entre lancentraciones delP

y entre IP y GSKFigura 12).

Para el tiempo deexposicion de30 horas dondeconsideramos que yaranscurrid

mas de 1 ciclo celular, la presencia de aberraciones es mucho mdiecuentes

comparadocon elcontrol negativo, que parda exposiciénde 4 horas.

Se detectaron en gran proporcion Gmetafases y anafases desorganizadas

presentes en todo el rango de concentracionesvaluadas [25z 250 { €@nl], para

ambos tiempos de exposicion (Figuras?)).

Fig12 (a)
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Fig 12 (b)

Aberraciones cromosomicas - Iprodione - 30 hrs

12,00 25,00
10,00 - ) 20,00
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0,00 0,00
Gf[300] Gf[250] CONTROL- IP[25] IP[50] IP[100] IP[250]
I Pg F Ad c-M
Pt Pd e Rz TA

Figura 12: Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices Alium
cepa,expuestas a diferentes concentraciones de Iprodiored 4 horas, b) 30 horas. Pg:
Extremos Pegoteadosk: Fragmentos;Ad: Anafases desorganizada€;-M: CG-metafasesPt:

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

Las aomalias cromosomicas detectadas tienden a estar relacionadas con
problemas en la migracid y segregacion de las cromatidag,omo las Gmetafase o
cromosomas erantes (Figura 21 a, b, e y flo cual podria indicar dificultades en la
formacion del huso mitético. Para el tiempo de exposicion 30 horas se
identificaron puentes anafsicos y cromosonas pegoteados en las concentraciones
[50] z[100] z[250] t @nl (Figura2lcyd.

Estas aberraciones cromosémicas estas asociadas o son indicios de rotura de la
cromatida. Comparado ambos momentos de exposicion se presentd un mayor
namero de anafasesdesorganizadas para 30 horas (presentes en todas las

concentraciones evaluadas) y fragmentos en el rango [109]250] { €nl.
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5.1.2 Iprodione - Analisis estadistico

El andlisis estdistico serealiz6 sobre losdatos correspondentes a los siguientes
parametros: IM, AMRA Yy IMET.

Los supuesto de normalidad y homocedasticidad de los residuos se cumplieron
para los palametros RA e IMET por lo que las comparaciones fueron realizadas con
ANOVA. Mientras que para IM y AM se apico la prueba no parametricaigkal-

wallis ya que no cumplian con el supwsto de homocedasticidad.

Los resultados de los adlisis 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 arrgo 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 IMETEn la tabla 1l se

resumen los analiss realizados y sus reultados

Prueba estadistica Parametro p-valor PoshocrelaC
KRUSKAERWALLIS IM e/ tratamientos 1.668e-09 GSF
(todas las conc)
ANOVA IM e/tiempo de exposicion 0,196 -
KRUSKAERWALLIS AM e/ tratamientos 1.506e-09 GSF

IP
(todas las conc)
KRUSKAEWALLIS AM e/tiempo de exposicion  0.3308 -

ANOVA RA e/ tratamientos 0.07073

ANOVA RA e/tiempo de exposicion  0.00443 ** -
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ANOVA IMET e/ tratamientos 5.22e-08 *** IP[250]

KRUSKAEWALLIS IMET e/ tiempo de 0.00245%* -

exposicion

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

metafase.

5.1.3 Tebuconazol - Analisis exploratorio

El analisis descriptivo muestra quda exposicionde las células meristematicas de
Allium cepaexpuestas a concentraciones crecientes de tebuconazoBZ4) produjo
una disminucién en el indice mitético (IM) con respecto atontrol negativo en

ambostiempos de exposicion(Figura 13 a).
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Fig 13 (b)
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Figura 1 3. a:Distribucién de valores de la IM para los tratamientos con TCZ y controles a
los 2tiempos ensayadoga-g: 4hs, AG: 30 hs)b: Patrones de respuesta para los valores

promedio de IM en los 2 tiempos ensayados.

Mientras que con30 horas de exposicion los valores ddM son menores que el
control desdela concentracion [5pug/ml] en adelante, para el tiempo de 4 horas la

disminucién del IM comienza a hacerse notoria a partir de la concentraciéon [10

pg/ml].

Al analizar los patrones de repuesta obtenidos para la relacion anafaseketafasey
para el indice de metafases es posible observan efecto de laexposiciéntanto a
TCZ como al control positivo, GSF. Valordsminuidos enel indice metafase esén
asociado con la inhibicién del IM mientragjue elincremento en dicho valorjunto
con ladisminucién en los valores de la relaén A/M indica detencion del ciclo en
metafase, posiblemente debido al punto de control en esa instancia del ciclo

celular. (Figuras Bay 14 a).
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Fig 14 (a)
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Figura 1 4. a: Distribucion de valores de la relacion anafasehetafasepara los
tratamientos con TCZ y controles a los 2 tiempos ensayadesg: 4hs, AG: 30 hs)b:
Patrones de respuesta para los valores promedio de la relacion anafaseétafaseen los 2
tiempos ensayados.
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Fig. 15 (a)
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Figura 15. a:Distribucion de vdores de la IMET para los tratamientos con TCZcontroles
a los 2 tiempos ensayados: Patrones de respuesta para los valores promedio de IMET en
los 2 tiempos ensayadoga-g: 4hs, AG: 30 hs).
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Al analizar el porcentaje de las células en mitosis respecde las totales y
diferenciando las fases puede observarse que la exposicion a tebuconazol
interfiere en el ciclo celular de las células meristematicas déllium cepa
disminuyendo las células que ingresan a la mitosisgn algunos casosetrasando el

avance dela misma entre la metafase y la anafase.

Para la exposicion a4 horas, la respuesta manifiesta unacaida de la mitosis
comparado con el control negativcen la concentracion [10pug/ml] y [30 pg/ml].
Para el momento de evaluacion de 30 horas se olpga una relacion inversamente
proporcional entre la frecuencia de células en mitosis yel aumento de las
concentradones evaluadas de TCZ. La relacién entre las fases se encuentra
alterada respecto del control negativo y entre las concentraciones de TCZrpa

ambos tiempos de exposicion.

% de fases - Tebuconazol -4 hrs

Gf[300] Gf [250] CONTROL-  Th[1] Th [5] Th[10]  Th[30]

EPEM mA BT
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Fig 16 (b)

% de fases - Tebuconazol - 30hrs
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Figura 16: Numero de fases en celulas meristematicas raices d#dium cepagexpuestas a
diferentes concentraciones de Tebuconaz@l C2, a) 4 horas,b) 30 horas. P: profase, M:

metafase A:anafase T: telofase

Los resultados obtenidos en el analisis de las aberraciones cromosomicas en
células meristeméticas deAllium cepa muestra que las concentraciones de TBZ
evaluadas inducen aberraciones cromosomicas en anafasetafase comparadas

conel control negativo.

La exposicion de las células meristematicas déllium cepa a diferentes
concentraciones de tebuconazol mostrosalores superiores al control para la
formacion de anormalidadesmitéticas en todas las concentraciones ensayaddsa
respuesta a4 hs de exposi®n muestra unarelacion concentracién efecto de tipo

lineal mientras que la respuesta después de 30 hs no presenta el mismo patrén.
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Fig 17 ()
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Figura 17. a:Distribucién de valores de AM para los tratamietos con TCZ gontroles a
los 2 tiempos ensayadodh: Patrones de respuesta para los valores promedio de AM en los
2 tiempos ensayados &-g: 4hs, AG: 30 hs)

50



La comparacion de los patrones de respuesta de los parametros analizados

muestra las interaccones entre lasdiferentes concentraciones y los gmpos de

exposicion. (Figuras 18®-17b)

En concordancia conos resultados obtenidos en laelacion anafase /metafase la

cuantificacion de cada tipo de aberracidon o anomalia cromosomiake la mitosis

permite observar que las aberraciones cromosOmicas detectadas con mayor

frecuencia y abundancia (anafases desorganizadas ynetafases) estan asociadas

con dificultades en la migracion y segregacion de las cromatidas, y en menor

frecuencia puentes y poliploiees (Figural8).
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Fig 18 (b)

Aberraciones cromosomicas - Tebuconazol - 30 hrs
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Figura 20 : Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices Alium
cepagexpuestas a diferentes concentraciones de Tebuconaf®b), 4 horas . Pg:
Pegoteadosf: Fragmentos;Ad: Anafasesdesorganizadas,C-M: CGmetafases;Pt: puente;

Pd: Poliploide, Rz: rezagado yTA: Total de aberraciones.

5.1.4 Tebuconazol - Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé sobre los datos correspondentes a los siguientes
parametros : IM, AM, AR y IHT.

Los supuesto @ normalidad y homocedasticidad de los residuos no se cumplieron
por lo que las comparacionese realizaroncon 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 tratamientoson
TCZ no significativas respeto al control negativo ni entre los dos tiempos de

exposcion.

La comparacion entre los tratamientos con TCZ y GSF 20§/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 tabla2 se resumen los analisis realizados y sus

resultados
Prueba estadistica  Parametro p-valor Poshocrela €
KRUSKAEWALLIS IM e/ tratamientos 2.512e-07*** GSF(200-300 pg/ml)

IM eltiempo de 0.6473 -

exposicion

AM e/ tratamientos 0.0004382** GSHK200 pg/ml)
TCZ (15_3Qug/ml)

AM eltiempo de 0.4038 -
exposicion
RA e/ tratamientos 0.059 -

RA eltiempo de 0.6277 -
exposicion
IMET e/ tratamientos 0.1534

IMET e/ tiempo de 0.8476 -

exposicion

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

metafase.

5.1.5 Nanoparticulas de Plata (AgNPs) - Andlisis exploratorio

La comparacionde losvalores delM obtenidos por exposcion a lasAgNPsy GSF
con los obtenidos por exposicién atontrol negativo, muestra quelas AQNPsAny
GSFproducen inhibicion de la mitosis para ambos tiempos de exposicidnientras
gue AgNPsCl AgNPsRg estimulan la division celular cuando la exposioi@s de 4
hs pero se acercan a los valores contreh las células expuestas a de 30 hs. (Figura
17 a).
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Figura 19. Distribucién de valores de IM para los tratamientos con AgNPs y controles a
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Figura 20: Distribucion de valores de la relacién anafasehetafasepara los tratamientos
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Los parametros relacion anafaseimetafasee indice de metafase muestran que las
metafases estan aumentas para AQNPAN en ambos tiempos de exposcion y estan
disminuidas paraAgNPsCl, AQNPsRgGSF, con 4 hs de exposicion, mientras que a
las 30 hs los valores se acercan a los valoregntrol excepto para la exposicion a
AgNPsRg fig/ml y GSF 30Qug/ml en lasque se observa que esuperior, mientras

gue la exposiciona GSF200 pg/ml incrementa los valores de IMET.
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Figura 21: Distribucion de valores de la IMET para logatamientos con AgNPs y

controles a los 2 tiempos ensayadda-k: 4hs, AK: 30 hs).

La relacion 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 desmés de 30 hs de exposién, 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 mas tiempo en metafase que en anafase, pero manteniendo la
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dindmica de proliferacion. Este patrondifiere del obtenido par exposicion al
control positivo GSF 300ug/ml en el que la inhibicion del IM se produce con
detencion de las células en metafase con caida de la dinamica de proliferacion
Lasanomaliasde la mitosis se muestran aumentadas respecto al control negativo
para la exposicion a las AgNPsAn yara GSF mientras que AgNPsCl y AgNPsRg
inducen baja frecuencia de anomalias a las 4 hs d&posiciony casi nula a las 30 hs

de exposicion(Figura 22)
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Figura 22: Distribucion de valores deAM para los tratamientos con ANPsy controles a
los 2 tiempos ensayadosa-k: 4hs, AK: 30 hs).

Las aberracimes cromosdmicas mas frecuentes, estan relacionadas con efectos
segregacionalescaracterizados por anafases desorganizadas y @etafases y en
menor frecuencia cromosomas rezgadcs y puentes, para ambos tiempos de

exposicion 4 y 30 horas
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Para ambos momentos del ciclo celular evaluados, las aberraciones mas
abundantes fueron losanafases desorganizadoy las cmetafases, y el total de

aberraciones mas alto se obtuvo en el cormedd control positivo griseofulvina.

Fig 23 (a)
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Fig 23 (b)
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Figura 23 : Aberraciones cromosomicas en celulas meristematicas en raices Alium
cepaexpuestas a diferentes concentraciones de Nanoparticulas de (Np), a) 4 horas, b)
30 horas. Pg: Pegoteados;F: Fragmentos;Ad: Anafases desorganizadas;-M: G
metafases;Pt: puente; Pd: Poliploide, Rz: rezagadoMn: micronUcleos yTA: Total de

aberraciones.
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Para el tiempo de 4 horas las aberracionesueron mas abundantes en la
concentracion evaluada ras baja de ANPs(Figura 23 a).
Mientras que para el tiempo 30 horas la abundancia de aberraciones fue bastante

similar en ambas concentraciones evaluadas (Figur&8d).

5.1.6 Nanoparticulas de Plata (AgNPs) - Andlisis estadistico

Los supuesto de normalidad yhomocedasticidad de los residuos no se cumplieron
por lo que las comparaciones seealizaron con la prueba no parametrica Kruskal

wallis. Los resultados inidcan diferencias significativas para el IM entre los
controles negativos y las AgNPsAn y las concationes de GSF, sin diferencias

entre los dos tiempos de exposcion.

La compaiacion entre los tratamientos con AGNPsAn y GSF 2A8/ml y el control
negativo fue significativa para AM pero no hubo diferencias con AgNPsRg y

AgNPsCIL.En la tabla3 se resumenlos analisis realizados y sus resultados

Prueba estadistica Parametro p-valor Poshoc réaC

KRUSKAEWALLIS IM e/ tratamientos 9.404e07***  GSF
(todas las conc)

IM e/tiempo de exposicion  0.231 -
AM e/ tratamientos 0.0003438** GSF (20Qug/ml)
AgNPsAN(:10 pg/ml)

AM e/tiempo de exposiciéon 0.1551 -

RA e/ tratamientos 0.1925 -

RA e/tiempo de exposicién 0.004469** -
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IMET e/ tratamientos 0.00473**

IMET e/ tiempo de 0.04373 -

exposicion

Tabla3: RA; relacion anafag/metafase, AM Anormalidads mitoticas,IMET indice

metafase.

Las anomalias cromosOmicas observadas en los ensayos se ejemplifican en la

figura 24 a través de fotos tomadas en la gbrvacion al microscopio 6ptico

5.2  Griseofulvina: control positivo

Es interesante desacar que los resultados obtenidos para GSHueron los
esperados para un contrb positivo. Las células meristeméticas sometidas a
tratamiento con griseofulvina mostraron vaios tipos de aberraciones asociadas
tanto a la ruptura de cromatina y a la disrupci@ microtubulo, La GSF es una
sustancia derivada de la coumarina, utilizada como agente antifingico y que es
comunmente utilizada como control positivo debido a su acciénobre el huso

mitotico induciendo c-metafase, desorganizacién del huso nditico y poliploidia.

Entre los mecanismos que se podrian verse afectados por agentes disruptores de
los microtubulos se encuentran el balance entre el ensamblaje y desensamblaje de
los mondémeros de tubulina (Cassimerigt al., 1988). La inestabilidad dinamica de
los microtubulos en metafaseanafase (Tayloret al., 2004) y la regulacion y control

de la transicion metafaseanafase de los complejos proteicos (Meraldi et al., 2004).

Comopuede observarse en los resultados| &M obtenido por el analisis de células
meristematicas deAllium cepaexpuestas a [300ug/ml] de griseofulvina muestra
valores que indican toxicidad mittica mientras que para la exposicion a

200ug/ml los valoresson compatibles con la evaluacion gendiica.
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Figura 24 : a-b) c-metafasec-d) puentes anafasicose-f) anafase desorganizada
con cromosoma errante

La frecuencia deanomaliasde la mitosis a las 30 hs de exposicion es menpara la
mayor concentracion como consecuencia di citotoxicidad, que lleva a que las
pocascélulas que progresanen la mitosis sean ersu mayoria tolerantes al dafio.
Esta forma de utilizar un control positivo implica no solo demostrar que el sistema
de ensayoresponde a laexposicion sinocomparar los patronesde citotoxicidad y

genotoxicidad quecaracterizan los mecanismos de accion.
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