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Accion genocontaminante del agroquimico metamidofos y del saborizante
glutamato monosodico en el ciclo nucleolar de Allium cepa L.

Action genocontaminante of the agrochemical methamidophos
and the flavoring monosodium glutamate in the Allium cepa L. nucleolar cycle
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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar la acciéon genocontaminante del plaguicida metamidofos
0,05; 0,1 y 0,15 ml/L y del saborizante glutamato monosodico 1,0; 2,0 y 3,0 g/L, en los indices de fases
del ciclo nucleolar de una poblacion celular mononucleada de Allium cepa L. Se us6 el disefio
experimental en estimulo creciente; los genotoxicos se aplicaron tomando como referencia las duraciones
teoricas de los ciclos celular y nucleolar de 4. cepa L. Luego, las muestras se sometieron a la técnica de
coloracion de impregnacion argéntica. Se hallé que metamidofos 0,05 ml/L altera los indices de fases del
ciclo nucleolar y que las concentraciones de 0,1 y 0,15 ml/L retienen a la poblacién celular en las fases del
nucléolo organizado y en desorganizacion, anormales. Asi mismo, metamidofos 0,1 ml/L induce la
generacion de células interfasicas con cuatro y cinco nucléolos, evidenciando un probable efecto
genocontaminante en las regiones organizadores del nucléolo (NOR). El glutamato monosédico 1,0; 2,0 y
3,0 g/L inducen variaciones en los indices de fases del ciclo nucleolar de A. cepa L. pero no generan
formas anormales; incluso, se presentan figuras mitdticas de profase, metafase, anafase y telofase, lo cual
evidencia que el saborizante no tiene efecto citostatico. La prueba de los indices de fases del ciclo
nucleolar de A. cepa L. se podria usar como un test complementario a la prueba de las aberraciones
cromosoOmicas, para identificar los perfiles ecotoxicologicos de los productos quimicos que hoy se usan
masivamente en Pert.

Abstract

This research evaluates the likely genotoxic effect of pesticide metamidophos 0.05; 0.1 and 0.15
ml/L and flavoring monosodium glutamate 1.0; 2.0 and 3.0 gl/L, on Allium cepa L. mononucleada cell
population nucleolar cycle indexes. Used experimental design in growing; stimulus the genotoxic applied
by reference to theoretical durations cell cycles and nucleolar of 4. cepa L.; then the samples submitted to
colouring of impregnation technique. We found that metamidophos 0,05 ml/L alters nucleolar cycle rates
and concentrations of 0.1 and 0.15 ml/L retain the cell population in the phases of the organized nucleolus
and disorganization, abnormal. Likewise, metamidophos 0.1 ml/L induces cell interphase with four and
five-generation nucléolos, showing a probable regions genotoxic effect organizers of the nucleolus
(NOR). Monosodium glutamate 1.0; 2.0 and 3.0 g/L induce changes in indices of nucleolar a. cycle of 4.
cepa L., but do not generate abnormal; forms even occur mitéticas figures in prophase, metaphase,
anaphase and telophase, which evidence that the flavoring has cytostatic effect. Indexes of nucleolar test
of A. cepa L. could be used as a supplementary proof of chromosomal aberrations, test to identify the
chemicals that are today used massively ecotoxicological profiles in Peru.

Introduccion

El nucléolo es la estructura del nucleo interfasico eucariota generado por la
actividad transcripcional de genes codificantes del ARN ribosémico (Alberts y col.,
2002; Paniagua y col., 2007). Durante el ciclo celular, el nucléolo presenta una
progresion de diversas formas denominadas en conjunto ciclo nucleolar, dichas formas
reflejan los diversos grados de intensidad que alcanza la actividad transcripcional
durante el ciclo vital de una célula.
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El ciclo nucleolar, convencionalmente, ha sido secuenciado en cuatro fases: a) la
del nucléolo visible u organizado, asociado a las fases Gi, S y G2 de la interfase, en
donde se evidencia una intensa actividad transcripcional de los genes mencionados; b)
la del nucléolo en desorganizacidn, asociado al momento final de la fase G2, en donde el
proceso transcripcional disminuye; ¢) del nucléolo ausente, relacionado con la etapa de
la divisién celular, en donde la transcripcion es escasa; y, d) la del nucléolo en
reorganizacion, relacionado con el momento terminal de la telofase, en donde la
actividad transcripcional se reanuda (Alberts y col., 2002; Berkaloff y col, 1996;
Paniagua y col, 2007).

Investigaciones recientes han asociado el nucléolo con la regulacion del
envejecimiento celular mediante su relacion con la telomerasa (Rosete y col., 2007), y la
modulacion de las respuestas de ciertos vertebrados al stress celular ocasionado por
cambios estacionales (Alvarez y col., 2003; Alvarez, 2004). Sus regiones argirofilas se
usan como indicadores tempranos de carcinomas en tejidos linfoides humanos (Pich y
col., 1995; Kawasaki y col., 2000), de su transcriptoma y proteoma (Andersen y col.,
2002; Andersen y col., 2005; Gracey y col., 2004).

Precisamente, el presente trabajo se orienta a usar las fases del ciclo nucleolar de
A. cepa L. como criterio para medir la citotoxicidad de productos quimicos como
plaguicidas, hidrocarburos, farmacos, productos de limpieza, solventes de la industria
del calzado, golosinas, saborizantes alimentarios que actualmente se expenden y usan,
en forma masiva y sin control, en las diversas actividades agricolas, mineras,
industriales, sanitarias y domésticas, de nuestro pais y de la region La Libertad
(Calderon y col., 2009; Ianacone y Albarifio, 2009; Quispe , 2008; Rodriguez, 2009).

En la region La Libertad, en los valles de Moche y Vira en el sur, en los valles
de Chicama y Jequetepeque en el norte y en la cuenca alta del rio Moche al este de la
region, los agricultores usan intensamente pesticidas organofosforados y organoclorados
como el metamidofos para el control de plagas y de malezas en cultivares de hortalizas,
frutas y legumbres de intensa demanda en el consumo diario (Beltran, 1996; Ministerio
de Agricultura, 1999).

En cuanto a los saborizantes, el glutamato monosodico (GMS), conocido por el
nombre comercial de ajinomoto, y el aspartamo constituyen los potenciadores
alimentarios con mayores volimenes de venta en los principales centros de abastos y
supermercados de la region La Libertad. E1 GMS se expende como tal y también se
halla habitualmente en sopas de sobre, ciibitos “magicos”, papitas especiales, snacks, o
productos “diet” o sin azlicar; algunos estudios reportan su cardcter de agente causante
del “sindrome del restaurant chino” y de efectos nocivos en el sistema nervioso, otros
reportes aseguran su inocuidad.

Por tanto, la interrogante fue ;Cudles son los efectos del agroquimico
metamidofos a las concentraciones de 0,05; 0,1 y 0,15 ml /L y del saborizante GMS a
las concentraciones de 1,0; 2,0 y 3,0 g/ L, en los indices de fases del ciclo nucleolar de
Allium cepa 1.7, formulandose la hipotesis estocastica causal: Basado en las estructuras
quimicas del metamidofos y del GMS, es de esperarse que ambos productos quimicos
induzcan variaciones en los indices de fases del ciclo nucleolar de A. cepa L. El
objetivo de la investigacion fue determinar los efectos del agroquimico metamidofos y
del saborizante glutamato monosddico en los indices de fases del ciclo nucleolar de A.
cepa L.
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Materiales y métodos

Seleccion y adecuacion del material biologico a ser usado como biosensor de los
productos quimicos. 50 bulbos frescos de Allium cepa L. var. “roja arequipeia” se
mantuvieron en agua fresca, aireacion constante y temperatura ambiental promedio de
20°C para inducir el crecimiento de raicillas; cuando éstas, alcanzaron los tres cm de
longitud, se constituyeron en las unidades experimentales.

Diseiio experimental. Las raicillas se trabajaron en dos sistemas experimentales I: A.
cepa, sometido al metamidofos y II: 4. cepa sometido al glutamato monosddico. Cada
sistema estuvo constituido por un grupo testigo y tres grupos experimentales A, B, C.
Las raicillas fueron mantenidas en los productos quimicos desde las 0 a las 11,0 horas,
tiempo en que las células meristematicas transcurren por las fases G1 y S de la interfase.
De las 11,0 a las 17,0 horas, las raicillas se pasaron a agua fresca para su recuperacion.
A partir de las 17,0 horas, los apices de las raicillas fueron disectados para ser tratados a
la técnica de impregnacion argéntica.

Técnica de impregnacion argéntica para coloracion del nucléolo. a) Fijacién en una
mezcla 1:1 de formol al 10% e hidroquinona al 1%. b) Lavado de los éapices, tres veces,
con agua destilada. c) Sumergir los 4pices en AgNO3 acuoso al 2%, en una estufa a
70°C por diez horas. d) Lavado de los apices, tres veces, con agua destilada. e)
Postfijacion en formol-hidroquinona por una hora. f) Aplastamiento de los 4pices en
acido acético al 50% en laminillas de vidrio.

Determinacion de los indices de fases del ciclo nucleolar de 4. cepa L. Las muestras
fueron observadas en un microscopio 6ptico Olympus con los objetivos de 4X, 10X, 40
X y 100X. Los indices de las cuatro fases del ciclo nucleolar de 4. cepa L. se
determinaron mediante el recuento de 1000 células mononucleadas; los datos obtenidos
fueron sometidos a las medidas de tendencia central (media) y de dispersion (varianza,
desviacion standard y error standard), previa transformacion arco sen de los datos
originales para ajustarlos a una distribucién normal.

Resultados

Tabla 1. indices promedio, reales y angulares, de las cuatro fases del ciclo nucleolar de la
poblacion mononucleada de A. cepa L. testigo.

Células mononucleadas de 4. cepa L. con

nucléolo nucléolo nucléolo nucléolo
organizado desorganizado  ausente reorganizado

79,4 4.1 3,9 12,6 100,0

Bulbo A 63,00 11,68 11,38 20,79
83,3 3,9 3,5 9,3 100,0

Bulbo B 65,87 11,38 10,78 17,75
80,4 49 3,2 11,5 100,0

Bulbo C 63,72 12,78 10,30 19,82
P di 81,0 43 3,5 11,2 100,0

Fomedios ¢4 20 11,95 10,82 19,45
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g2 4,10 0,28 0,12 2,82
2,23 0,54 0,29 2,40
S 2,03 0,52 0,35 1,68
1,49 0,73 0,54 1,55
ES 1,12 0,31 0,2 0,97
0,864 0,426 0,313 0,89

Fuente: elaboracion propia

Tabla 2. Indices promedio, reales y angulares, de las cuatro fases del ciclo nucleolar
de la poblacion mononucleada de 4. cepa L. sometida al plaguicida metamidofos.

Células con
nucléolo nucléolo en nucléolo nucléolo en
organizado desorganizaciébn ausente  reorganizacion

Bulbo A 804 14,2 3,1 2.3 100
BulboB 885 8.8 1.8 0.9 100
Meta- BulboC 86,5 7.1 2.9 3.5 100
midofos Promedios 851 10,0 2.6 23 100
0,05 ml/L S 67.4 18,28 9,22 831
S? 11,00 11,96 1.73 725
S 3,32 3.46 131 2.70
ES 1,92 1,99 0,76 1.55
Bulbo A 85,7 143 100
BulboB  91.6 8.4 100
89.5 10,5 100

Meta- Bulbo C
midofos 88,9 11,1 100

0,1 ml/L Promedios 70,67 19.32
S? 7,34 7,34
S 2,71 2,71
ES 1.56 1,56
Bulbo A 92,3 7,7 100
Bulbo B 87,2 12,8 100
93.3 6,7 100

Meta- Bulbo C

midofos p di 90.9 9.1 e 100
0,15 my/L Fromedios 4, ¢ 174 e

S? 10,05 10,05
S 3,17 3,17
ES 1,83 1,83
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Tabla 3. indices promedio, reales (%) y angulares, de las cuatro fases del ciclo nucleolar de la
poblacion mononucleada de 4. cepa L. sometida al saborizante glutamato monosddico.

Células con

nucléolo nucléolo en nucléolo nucléolo en
organizado  desorganizacion ausente  reorganizacion

Bulbo A 85,4 2,0 2,5 10,1 100

Bulbo B 80,1 5,3 2,9 11,7 100
Glutamat Bulbo C 80,4 4.4 3,1 12,1 100
0mono- s 82,0 3.9 2,8 11,3 100
sodico 64,92 11,18 9,68 19,63
1,0 g/L

S? 5,14 7,35 0,28 0,94

S 2,27 2,71 0,53 0,97

ES 1,31 1,56 0,3 0,56

Bulbo A 83,6 3,7 2,4 10,3 100

Bulbo B 84,9 3,9 3,7 7,5 100
Glutamat  Bulbo C 89,2 2,9 1,9 6,0 100
OmoNo- 1, dios 85,9 3,5 2,7 7,9 100
sodico 68,02 10,76 9,57 16,26
2,0 g/L

S? 6,12 0,28 0,07 2,82

S 2,47 0,52 0,27 1,68

ES 1,42 0,31 0,15 0,97

Bulbo A 83,8 3,8 2,0 10,4 100

Bulbo B 79,9 4,6 3,3 12,2 100
Glutamat  Bulbo C 89,7 3,1 3,2 4,0 100
0 mono- Promedios 84,5 3,8 2,8 8,9 100
sodico 66,97 11,25 9,63 16,93
30g/L

S? 16,04 1,26 1,70 22,49

S 4,00 1,12 1,30 4,74

ES 2,31 0,65 0,75 2,73

Figura 1. Cuatro células meristematicas mononucleadas de A. cepa
L., sometidas al agroquimico metamidofos 0,1 ml/L, mostrando entre

cuatro y cinco nucléolos en la fase del nucléolo organizado, 1000X.
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Discusion

La tabla 1, presenta los indices promedio reales de las cuatro fases del ciclo
nucleolar hallados en la poblacion meristematica mononucleada, testigo, los cuales son
de 81,0%; 4,3%; 3,5% y 11,2% de células con nucléolo organizado, en desorganizacion,
ausente y en reorganizacion, respectivamente. Los indices de las fases nucleolares
hallados en el presente trabajo son similares a los determinados en investigaciones sobre
el nucléolo, lo cual indica que la proporcionalidad de las fases es constante a la
temperatura en la cual se trabaje, siendo la duraciéon del ciclo lo variable (Liu y col.,
1994; Liu y Jiang. 1991; Liu, 1994).

En la tabla 2, se presentan los indices promedio reales de las cuatro fases del ciclo
nucleolar hallados en la poblacion meristematica sometida al plaguicida
organofosforado metamidofos en las concentraciones de 0,05 ml/L; 0,1 ml/L y 0,15
ml/L. Metamidofos es uno de los plaguicidas mas usados en la agricultura peruana
(Ministerio de Agricultura, 1999), se le expende con dos formulaciones de diferente
categoria toxicologica [Monofos®, categoria la (extremadamente peligroso) y
Tamaron®, categoria (altamente peligroso)] (Ministerio de Agricultura, 1997. Su uso se
ha prohibido en la comunidad europea, pero en Sudamérica se emplea como acaricida e
insecticida.

El metamidofos 0,05 ml/L genera 85,1%; 10,0%; 2,6% y 2,3% de células con
nucléolo organizado, en desorganizacion, ausente y en reorganizacion, respectivamente.
Al comparar los valores de la tabla 2 con los del grupo testigo, se evidencia un
importante incremento de la fase del nucléolo en desorganizacién y una disminucion de
la fase del nucléolo en reorganizacion, lo cual nos indica que el agroquimico ha
afectado la dindmica celular de los meristemos. El efecto se agudiza en la poblacion
celular sometida a las concentraciones de 0,10 y 0,15 ml/L, en donde el agroquimico
evidencia un fuerte efecto citostatico, al detener el ciclo celular en las fases nucleolares
de organizacion y desorganizacion, pues no se hallaron células en las fases de nucléolo
ausente ni del nucléolo en reorganizacion.

En el analisis de ciertos campos microscopicos se pudo visualizar a 1000X, a
células mostrando cuatro o cinco nucléolos en su nucleo, tal como se observa en la
figura 1. La anormal expresion de los nucléolos, se debe a una anormal expresion de las
regiones AgNORs y por tanto a un probable efecto genotoxico del metamidofos 0,1
ml/L en los bucles del ADN encargados de la sintesis del ARN ribosémico (Lodish y
col, 1999). Esta disgregacion de las regiones AgNORs se podria constituir en un
segundo criterio de evaluacion para determinar la citotoxicidad de los productos
quimicos, tomando como referencia el ciclo nucleolar. En recientes investigaciones
sobre la relacion del nucléolo con carcinomas y melanomas, las alteraciones de los
AgNORs han sido consideradas como indice biologico de agresividad de un tumor
(Pich y col., 1995; Kawasaki y col., 2000).

En la tabla 3, se presentan los indices promedio reales de las cuatro fases del ciclo
nucleolar hallados en la poblaciéon meristematica sometida al saborizante glutamato
monosodico en las concentraciones de 0,1 g/L, 0,2 g/L y 0,3 g/L. El glutamato
monosddico (GMS) es el saborizante méas consumido en el Pertl y el mundo, es la sal
sodica del aminoécido acido glutdmico o glutamato que se encuentra de forma natural
en numerosos alimentos como los tomates, setas, verduras, proteinas e incluso la leche
materna. Su formula es CsHgNOs4Na y su nombre quimico es sodio (2S)-2-amino-5-
hidroxi-5-oxo-pentanoato. E1 GMS es uno de los productos industriales mas polémicos
pues mientras que un grupo de cientificos sostienen su caracter de inocuo, otro grupo de
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investigadores lo considera como una sustancia capaz de inducir cuadros de alteraciones
sicoldgicas (Berk y col, 2001; Tanaka y col, 1997; Paul y Skolnick, 2003).

Al comparar los promedios reales de este grupo experimental con los del grupo testigo,
no existen diferencias significativas. El GMS 0,1 g/L genera 82,0%; 3,9%; 2,8% y
11,3% de células con nucléolo organizado, en desorganizacidon, ausente y en
reorganizacion, respectivamente; y a las concentraciones de 0,2 g/L y 0,3 g/L presenta
una ligera disminucion de la fase del nucléolo en reorganizacidon. Sin embargo, la
cinética y proporcion celular de las cuatro fases nucleolares es similar al testigo. Los
resultados muestran que el GMS no tendria efecto citotoxico, lo cual no concuerda con
investigaciones recientes que sefialan su caracter toxico para la salud; sin embargo,
habria que realizar pruebas complementarias para formular una conclusion definitiva.

Conclusiones

El agroquimico metamidofos 0,05 ml/L afecta los indices de fases nucleolares de Allium
cepa L. generando 85,1%; 10,0%; 2,6% y 2,3% de células con indices nucléolo
organizado, en desorganizacidn, ausente y en reorganizacion, respectivamente.

El metamidofos 0,10 y 0,15 ml/L evidencia un fuerte efecto citostatico, al detener el
ciclo celular de 4. cepa L. en las fases nucleolares de organizacion y desorganizacion;
asi mismo, a la concentracién de 0,1 ml/L induce la generacion de células interfasicas
con cuatro y cinco nucléolos, evidenciando un probable efecto genotdxico en las
regiones organizadores del nucléolo (NOR).

El saborizante glutamato monosodico 0,1; 0,2 y 0,2 g/L no genera un indice
significativo de fases nucleolares anormales. Sin embargo, su probable inocuidad
deberia evaluarse con pruebas complementarias.
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