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RESUMEN

Los agentes alkilantes han sido utilizados con &xito en la in-
duccidn de mutaciones en plantas, sin embargo su uso se ve frecuen-
temente limitado por los dafios fisiolbégicos que ocasionan sus pro-
ductos de degradacidn, tales como reduccidn de la tasa de germina-
cién, la esterilidad, la disminucidén del tamafio de la planta o 1la
induccidn de alteraciones genéticas diferentes a las mutaciones.
Las potencialidades de estos agentes mutagénicos pueden ampliarse
si se conocen sus mecanismos de accidn, lo gue permitird el control
de los efectos indeseables que ellos inducen. Los efectos secunda-
rios de los mutédgenos se han podido reducir mediante la aplicacién
de diversas substancias quimicas. En el presente trabajo se hace
un andlisis de los mecanismos moleculares de proteccidn propuestos
y se discute la importancia que tienen estos hechos en el incremen-
to de la efectividad mutagénica en plantas superiores.

INTRODUCCION

Durante mucho tiempo la induccidén de mutaciones en plantas su-
periores {tiles a la agricultura se efectud mediante el uso de dife
rentes fuentes de radiacidn; sin embargo, en la actualidad se ha in
crementado el uso de sustancias quimicas que actfian como radiomimé-
ticas e inducen mutaciones en ocasiones mids eficientemente que los
agentes fisicos (Ehrenberg, 1971). Este hecho es importante, ya que
la aplicacidn de los mutfdgenos gquimicos presenta algunas ventajas
sobre las radiaciones como son la mayor disponibilidad de las subs-
tancias en, précticamente, cualquier laboratorio, puesto que no son
necesarias instalaciones especializadas, el costo sensiblemente me-~

nor de cualqguier mutdgeno quimico en comparacidén con las fuentes de
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radiacién, la amplia gama de substancias que pueden probarse como
mutdgenos, etc.; pero quizid el aspecto mds importante es que las
substancias son susceptibles de un mayor control en su manejo. En
la Tabla 1 se dan algunos ejemplos de mutaciones inducidas con agen-
tes quimicos. Las anteriores consideraciones hacen necesario cono-
cer mejor los mecanismos moleculares de accidén de las substancias
sobre el material biolbégico, especialmente si se toma en cuenta la
gran potencialidad que estos agentes mutagénicos tienen por una ade
cuada manipulacién de los factores involucrados en el incremento de
la efectividad y la eficiencia mutagénica, algunos de estos facto-
res se muestran en el Esquema 1. Konzak (1965) definid "efectivi-
dad mutagénica" como la frecuencia de mutantes obtenidos en un de-
terminado tratamiento, en tanto que "eficiencia" es la frecuencia
de mutantes libres de caracteres indeseables.

Uno de los mayores limitantes en la obtencidn de mutantes es
la toxicidad que generalmente acompafia a los agentes quimicos, lo
que ha provocado que se realicen esfuerzos para contrarestarla la-
vando el material tratado (Mikaelsen et al., 1968), pero la aplica-
cidén de este método estd limitado, ya que son necesarios largos pe-
riodos de lavado, reduciéndose el mutégeno residual en el tejido de
la semilla a un nivel biolégicamente insignificante, pudiendo ade-
miés provocar la salida de los productos alkilados. Por otro lado
la gran solubilidad de los AA en lipidos (Narayanan y Konzak, 1969)
provoca que se unan fuertemente a las membranas celulares y que de
esa forma permanezcan unidos mis alld del tiempo de tratamiento e
induzcan los efectos téxicos indeseables.

Un método de control més factible consiste en el uso de subs-
tancias quimicas que reaccionan selectivamente con los remanentes
del mutédgeno; asi, se han utilizado diferentes substancias con éxi-
to, haciéndose necesaric conocer los mecanismos de interaccidn en-
tre estos protectores y el mutégeno con el objeto de seleccionar la
substancia adecuada para un cierto tratamiento. La Tabla 2 muestra
algunas de las substancias utilizadas como protectores contra agen-

tes mutagénicos quimicos.
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Tabla 1, Algunos ejemplos de plantas de importancia agrondmica que han sido mejoradas a partir de tratamientos

con mutdgenos quimicos.

Especie

Caracteristica mejorada

Mutageno y Dosis

Referencia

Hordeum vulgare (cebada)

Triticum vulgare (trigo)

Arachis hypogaea (cacahuate)

Hordeum vulgare

Hordeum vulgare

Phaseolus vulgaris (frijol)

Hordeum vulgare

Oriza sativa (arroz)

Hordeum vulgare

Pajilla corta, mayor rendimiento
del grano

Proteina total elevada

Aumento de tamafio y fertilidad
Aumento del contenido de lisina
Rendimiento del grano
Coloracidn de la cubierta
Incremento de lisina y de treo-

nina.

Contenido y distribucidén de pro
teinas

Acortamiento de tallo y tiempo
de maduracién del grano

Dietil sulfato a 30°C
0.0038 M/ 3.5 hs.

Etilenimina y Etil me-

tano sulfonato

Dietil sulfato a 20°C,

1.5%/5, 15 y 25 min.

Etil metanosulfonato
0.1t M/ 7 hs a 25°C.

Etil metanosulfonato
1.8%/ 4.75 ns a 25°C.
Etil metanosulfonato
0.0k M/ 6 hs a 20°C.

Etilenimina

Ftil metanosulfonato
0.6%/ 6 hs av25°C.

Dietil sulfato (solu-
cidén saturada 30 min)
a 25°C.

Sigurbjdrnsson y
Micke, 1969.

Dumanovié et al,

1970.
Ashri, 1972.

Doll, 1972.

Hansel et al,
1972,

Moh, 1972.

Ingversen, Koie
y Doll, 1973

Madhusudana ¥y
Siddig. 1976.

YamagucHi, 1976.
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Tabla 2. Substancias utilizadas como protecfores contra la accidn tdxica de mutdgenos quimicos en plantas supe-

riores.
Substancia Mutagénico Esp?c1e Parémetro evaluado Efecto Referencia
apalizada i
Cisteina NG Haba, Cebada % de germinacidn, longitud de la Protegid Kaul, 1969
pléntula y rompimientos cromosé-~
micos
Cisteina EMS Cebada Longitud de la pléntula Ligera Narayanan y Konzak,
proteccidn 1969
Tiosulfato EMS iPMS Cebada Longitud de la pléntula, fertili Protegid Narayanan y Kon-
dad en M1. zak, 1969.
Tioacetamida EMS Cebada Longitud de la pléantula Ligera Narayanan y Kon-
proteccidn zak, 1969.
Cisteina EI Cebada % de germinacién, tamafio de la Protegid Kaul y Choundary,
pléntula y aberraciones cromosgd- 1972.
micas.
Tiourea EI EMS Cebada % de germinacién y tamafio de No protegid Kaul y Choundary,
pléntula 1972.
Cisteina BT Chicharo % de germinacién, tamafio de la Protegid Bhojwani y Kaul,
' pléantula y aberraciones cromosé- 1976.
micas.
Urea EI Chicharo % de germinacidn, tamafio de la No protegié  Bhojwani y Kaul,
pléntula y aberraciones cromosd- 1976.
micas
Cisteina . HZ Sorgo % de germinacién pléntula y su- Protegid Reedy, 1976.
pervivencia
Acido gibe- EMS MMS Chicharo Aberraciones cromosémicas Protegid Narsinghani y Ku-
rélico mar, 1976.
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DANO PRODUCIDO POR LOS AGENTES ALKILANTES

Entre las substancias, los agentes alkilantes son el grupo més
utilizado como inductor de mutaciones (Ehrenberg, 1971) ademéds de
ser el méds eficiente (Nilan, 1973), ya que posee radicales capaces
de ser transferidos a otras moléculas especialmente en los sitios
de alta densidad electrdnica y presenta centros nucleofilicos, de
tal manera que cuando un Atomo de hidrdgeno es reemplazado por un
radical alkilo, se produce una molécula alkilada inestable. E1 me-
canismo de alkilacidn completo puede resumirse de la manera como
aparece en la Figura 1.

De la accién de los AA mostrada en la Figura 1, se observa que
fundamentalmente el dafio fisiolbégico proviene de la alta toxicidad
de los productos de degradacidn obtenidos durante la reaccidén de hi
drdélisis, asi como del prcpio mecanismo de alkilacidn, ya que la
resgccibén no es especifica sobre el ADN, sino que también se presen-
ta sobre cualquier substancia rica en centros nucleofilicos, tales
como proteinas estructurales importantes o sistemas enzimdticos que
al ser degradados, blogquean funciones vitales esenciales. De hecho,
se ha postulado (Osterman-Golkar et al., 1970) que la principal fuen
te de dafio fisiolégico en plantas tratadas con AA se debe a la inac
tivacidén de proteinas por la alkilacidn; asi por ejemplo, se ha des
crito que el iPMS presenta los niveles de ataque a proteinas més ba
jos y alkila 12 de proteinas por cada molécula de ADN, en tanto ﬁue
otros compuestos como el OMMS constituyen el extremo méAs tdxico con
un valor de 1 molécula de ADN alkilada por cada 400 moléculas de pro
teina; el EMS, que es posiblemente el mé&s utilizado de los AA, pre-
senta un valcr de 150 de ADN por 100 de proteina en tanto que el MMS
tiene valores de L0 a 100. Esto redunda en la disminucidn de 1la
efectividad mutagénica cuando estas tasas de valores son bajas; sin
embargo, al establecer comparaciones entre el MMS y EMS (Arnason y
Minocha, 1965; Minocha y Arnason, 1962) se nota que el primeroc es
mis eficiente a bajas dosis, en tanto que el segundo incrementa su
valor conforme aumentan las dosis (Gémez-Arroyo et al., 1976), sien
do asi mids eficiente, 1o que es debido quizéds a las condiciones es-

téricas de la molécula del MMS que al ser m&s pequefia puede penetrar
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mds fhdcilmente que la del EMS, que, sin embargo, a altas dosis po-
drian llegar a alkilar mids ADN (produciendo las mutaciones) y menos
proteinas (reduciendo la toxicidad).

La respuesta primaria a la accidn tSxica de los AA en las plan-
tas tratadas se manifiesta en dafios fisiolbgicos o citogenéticos,
de manera que el control de estas alteraciones que se presentan en
la generacién M1, han sido los parametros a evaluar en el estudio
de los mecanismos de proteccidn, ya que generalmente las plantas
tratadas no presentan ninguna alteracidén fisioldgica o citogenética
al pasar a la generacién ME'

MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS PARA PROTECTORES CONTRA LA TOXICIDAD DE AA

La gran mayoria de las substancias utilizadas como protectores
contra los AA, presentan ciertas similitudes en su estructura quimi
ca, indicando gque los mecanismos de acciénvtienen un substrato simi
lar, el cual variard sblo con las condiciones experimentales y el
agente mutagénico utilizado.

De acuerdo con Narayanan y Konzak (1969) dentro de 1las caracte
risticas comunes a los protectores, e§té el hecho de que presentan
una nula o por lo menos baja toxicidad a las concentraciones a las
que son empleados; ademds, deben presentar una alta reactividad con
el mutédgeno, alta solubilidad en H20 para su facil transporte a tra
vés de las membranas celulares, y una baja toxicidad de los produc-
tos de reaccidén entre el protector y el mutégeno.

Los compuestos sulfidrilicos o tioles han sido muy utilizados
como protectores debido a la marcada nucleofilidad del azufre conte
nido en sus moléculas, este hecho, ademis de la presencia en algu-
nos de ellos de grupos con cargas formales negativas, los convier-
ten en importantes centros nucleofilicos susceptibles de reaccionar
" con los AA, entrando en competencia con las proteinas y las enzimas
celulares que de esta forma quedan protegidas. Si se considera al
tiosulfato, que es una de las substancias descritas con mayor valor
de proteccidn (Narayanan y Konzak, 1969), es posible notar en su es
tructura quimica un fuerte centro nucleofilico cuya reaccidn con un

alkilante, por ejemplo el EMS, seria:
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CH

0 0 0 0
- S -0 - CH_ + -5-8 = 0 cce=- H -8 =S = 0 + CH_-S-OH
CH,, 0 ;3 > C.H, 0 3=5-0
0 0 0 0
EMS Tiosulfato etil-tiosulfato acido
sulfdénico

Por otro lado, la substancia protectora mis utilizada es proba
blemente la cisteina (Tabla 2), la cual es un aminoadcido azufrado;
sin embargo, los resultados obtenidos con este protector son incon-
sistentes ya que algunos autores (Narayanan y Konzak, 1969), descri
ben una baja proteccidn, en tanto que otros encuentran fuerte pro-
teccién (Kaul, 1969; Kaul y Choudhary, 1972; Bhojwani y Kaul, 1976).
La explicacidn probable de estas diferencias en los resultados pue-
de estar relacionada con los mecanismos de reaccidn propios de cada
mutdgeno o con las condiciones experimentales dadas; sin embargo,
es conveniente también considerar la estructura quimica de este ami
nodcido, el cual presenta como sitios de accidn nucleofilica tanto
su grupo sulfidrilo como el grupo carboxilo ionizado.

La L-cisteina al oxidarse pasa a cistina con un puente disulfu
ro, esta reaccidn es reversible, aunque se sabe (Romantsev, 1968)
gue su tasa de reversibilidad es baja. La reaccidn general de oxi-

dacidén en este caso seria:

0

2RSH —-——’F R-S-S-R

2H
por esta razdn, algunos autores (Narayanan Yy Konzak, 1969) recomien
dan el uso de estabilizadores de la oxidacidn, tales como el ditio-
treitol durante los tratamientos de proteccibdn, pero otros investi-
gadores encuentran alln mds proteccidn con la cisteina sin usar el
estabilizador (Kaul, 1969; Kaul y Choudhary, 1972; Bhojwani y Kaul,

1976). Al reaccionar la cisteina con un AA tal como el EMS se ten-

dria:
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0 H Ccoo COOH 0

~CH - S ~0-CH_. + H-S8S-C-C ~=—me= C.H_ -S~CH _-CH + CH.- S -OH
CH3 2 3 + 25 2 3
0 H NH3 NH2 0
dcido
EMS Cisteina metil-cisteina sulfdénico

El 4d4cido sulfénico (el cual es altamente téxico) en esta reac-
cidén como en la del tiosulfatc también se presenta, por lo que esta
vifa de dafio parece dificil de controlar; se ha intentado (Wickham
et al., 1969) utilizar amortiguadores para contrarrestar los efec-
tos tdxicos de los productos de degradacidn, pero se ha encontrado1
gue los amortiguadores destruyen la molécula de los AA, desde préc-
ticamente el primer momento, por lc que su accidén mutagénica se ve-
ria de esta forma nulificada (Figura 2).

La conclusidn mds importante de lo anteriormente discutido, es
la alta especificidad de los estudios requeridos para establecer la
efectividad y eficiencia de un mutidgeno quimico en la induccidn de
mutaciones itiles en agricultura, es decir, para cada tratamiento
utilizado deben considerarse todos los factores fisicos, gquimicos y
bioldgicos, asi como las interacciones que puedan presentarse entre
estos para que el investigador, manipuldndolas adecuadamente, pueda

obtener el 6ptimo en sus objetivos.
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