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Resumen: Las tierras empleadas para el cultivo en zonas rurales de Paraguay van en aumento durante el trans-
curso de los afios, y esto generalmente va de la mano con el uso de plaguicidas, entre los que son de mas uso
son los fungicidas de accion sistémica como el 2-metoxicarbamoil-bencimidazol (carbendazim) empleado para
controlar el ataque de hongos fitopatdogenos. Se ha evidenciado en organismos modelos que el carbendazim po-
dria presentar efectos sobre el sistema reproductor, sin embargo, los estudios genotoxicoldgicos son escasos. En
este estudio se propone como objetivo principal evaluar la actividad mutagénica del carbendazim (Formulacion
Comercial) en Drosophila melanogaster mediante el ensayo SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test). Para ello se trataron larvas de tercer estadio (instar) transheterocigotas fIr’+/+mwh de D. melanogaster
con distintas concentraciones (1%, 5%y 10%) por 72 horas hasta eclosion. La DL, fue determinada utilizando
el analisis Probit a una concentracion de 4,848% (R?=0,966). Los datos obtenidos fueron analizados empleando
un modelo estadistico Binomial Condicional 0=3=0,05 (Test de Kastenbaum-Bowman), los resultados sugieren
que el carbendazim (Formulacion Comercial) no presenta efectos mutagénicos a dichas concentraciones, sin
embargo, se pudo observar una considerable disminucion en la cantidad de individuos eclosionados, lo cual
podria indicar un efecto sobre la viabilidad de los individuos tratados.

Palabras claves: Genotoxicidad, carbendazim (Formulacion Comercial), mutaciones, pesticida.

Abstract: The land used for cultivation in rural areas of Paraguay is increasing over the years, and this is
usually accompanied by the use of pesticides, among the most commonly used are systemic fungicides such
as 2-methoxycarbamoyl-benzimidazole (carbendazim) used to control the attack of phytopathogenic fungi.
It has been evidenced in model organisms that carbendazim could have effects on the reproductive system,
however, genotoxicological studies are scarce. In this study the main objective is to evaluate the mutagenic
activity of carbendazim (Commercial Formulation) in Drosophila melanogaster through the SMART assay
(Somatic Mutation and Recombination Test). For this purpose, third instar transheterozygous fIr’+/+mwh
larvae of D. melanogaster were treated with different concentrations (1%, 5% and 10%) for 72 hours until
eclosion. The LD, was determined using Probit analysis at a concentration of 4.848% (R*=0.966). Data
obtained were analyzed using a Conditional Binomial statistical model a=0=0.05 (Kastenbaum-Bowman test).
Obtained results suggest that carbendazim (Commercial Formulation) does not present mutagenic effects at
these concentrations, however, a considerable decrease in the number of surviving individuals was observed,
which could indicate an effect on the viability of the treated individuals.

Keywords: Genotoxicity, carbendazim (Commercial Formulation), mutations, pesticide.

Introduccion

Las grandes pérdidas en el rendimiento de los culti-
vos y en la produccion total se deben en gran parte al
ataque de hongos filamentosos que generalmente se
encuentran en los suelos cultivables (Jansen et al.,
1995; Isidron et al., 2003). Debido a este fenomeno
el empleo de sustancias fitosanitarias ha ido en
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aumento en los tltimos afos en nuestro pais, y uno
de los plaguicidas mayormente utilizado en zonas
rurales son los fungicidas (Grabowski et al., 2014).

El fungicida de mayor indice de uso es el car-
bendazim, también empleado en pinturas sintéticas
como preservante al igual que en industrias textiles
y de curtiembres, pero el uso mas relevante es en
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frutos con el fin de preservarlos (Selmanoglu et al.,
2001). Este es de accion sistémica, de contacto y
amplio espectro, su aplicacion es principalmente
foliar, de rapida accion, interfiriendo en la sintesis
de ADN en la mitosis fungica, actua impidiendo
el desarrollo de hifas, formacion de apresorios y
crecimiento del micelio (Soissa Stephens et al.,
2005). Se ha demostrado que el carbendazim admi-
nistrado en ratas posee una farmacocinética favor-
able donde la mayor concentracion hallada fue en
el estbmago e intestino menor, las concentraciones
en tejido y sangre fueron en el rango de 63 a 164
ug/g! durante 4 horas, luego la concentracion de
este fungicida en sangre decae a niveles basales lo
cual podria deberse a que el carbendazim posee
un alto coeficiente de permeabilidad que va desde
7,74-8,06x10° y 6,8-8,42x10 cm/s™!, también se
evidencié que el mismo se elimina en orina y en
heces (Jia et al., 2003).

No obstante, en estudios realizados en dosis
de 0,2.5,5,7.5y 10 mg.kg! de tierra, en 4. cepa,
el carbendazim ha inhibido el indice mitotico,
generando anomalias cromosomicas en las células
de dicho vegetal, esto es debido a los efectos ci-
togenotoxicos del mismo (Paul et al., 2013).

También se ha demostrado que este fungicida a
dosis orales altas que se acercan a la dosis maxima
tolerada de 1000 a 2000 mg.kg!.dia! durante 5 dias
en ratas Han-Wistar aumentaron los microntcleos
de la médula 6sea y de las células de la sangre
periférica, pero no causaron cometas en la sangre
total o en el estomago (Bowen et al., 2011). Otro
trabajo ha confirmado el incremento en el niimero
de 6vulos abortados de D. magna, lo que, a su vez,
eventualmente esté conectado con la inhibicion de
la mitosis durante la division de los huevos en la
bolsa de cria, ademas de causar dafios en el ADN de
las dafnias (Ribeiro et al., 2011; Silva et al., 2015).

Asimismo, usando embriones de Danio rerio ex-
puestos a este fungicida, la expresion de genes que
estan involucrados en el eje hipotalamico-pituitario-
gonadal / tiroideo (HPG / HPT) se regul6 a la baja
y los niveles de expresion de dos aromatasas del
citocromo P450, CYP19a y CYP19b, aumentaron
significativamente después de 20 y 100 ug.L! de

carbendazim respectivamente, lo cual denota el
efecto de alteracion endocrina de este compuesto
(Jiang et al., 2014). A su vez, tiene la capacidad de
generar estrés oxidativo, comprobado con el au-
mento de la expresion de las enzimas CAT, GPX 'y
Mn-SOD durante el desarrollo del pez cebra (Jiang
etal., 2015).

Sin embargo, los estudios donde se evalia la mu-
tagenicidad de dicho plaguicida son muy escasos,
es por esto que el objetivo principal de este estudio
es evaluar la accion mutagénica del carbendazim
(formulacion comercial) en D. melanogaster medi-
ante el test de mutacion somatica y recombinacion.

Materiales y métodos
Preparacion de las diluciones

Se prepar¢ las diluciones segtn el uso popular del
carbendazim (Composicion en g.L': 2-metoxicar-
bamoil-bencimidazol 5 g, agentes dispersantes y
solvente 100 mL), para ello se realizaron 3 dilucio-
nes (1%, 5% y 10%) a partir de una solucion stock
de carbendazim 50%, la preparacion se llevo a cabo
con las medidas de bioseguridad sugeridas para su
manejo en campana de gases.

Test de mutacion y recombinacion soméatica en
alas de Drosophila melanogaster

Se obtuvieron 400 hembras virgenes de cepas puras
de Drosophila melanogaster (flr’/In(3LR)TM3, ri
prsep 1(3)89A4a bx**y BdS, 1as cuales se encontraban
bajo condiciones normales de temperatura ambi-
ente (22-24 °C) y medio de cultivo convencional
(Harina de maiz 42 g, Agar-agar 6 g, Sacarosa 24
g, Levadura 26,5 g, Agua destilada 500 mL, 2 mL
de Acido propidnico-Acido ortofosforico 1:1 y 2
mL de solucion Nipagin 1%).

También se obtuvieron, de frascos con medio
de cultivo convencional, 200 machos de cepa pura
mwh/mwh de D. melanogaster. El cruce estandar
(SC) se realizé depositando en cada frasco 80
hembras virgenes cepa fir’/In(3LR) TM3, ri p’sep
1(3)89A4a bx**y Bd®con 40 machos de la cepa mwh/
mwh, por 72+5 horas (Graf et al., 1984; Grafet al.,
1992).Y fueron cultivadas en medio ovopositor por
72+5 horas a temperatura ambiente 22-24 °C (Graf
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etal., 1984, Graf et al., 1992).

Transcurridas las 72+5 horas se procedio a la
extraccion de cien larvas de tercer estadio de cada
frasco, las cuales fueron depositadas en diferentes
contenedores con medio instantaneo (1,5 gramos
de puré de papa instantaneo rehidratado con 5 mL
con las diluciones del carbendazim 1%, 5% y 10%,
agua destilada como control y Ciclofosfamida
0,3%) preparado en el momento de traspaso, para
tratamiento via oral por 72 horas (Grafet al., 1984;
Raman & Paul, 2011).

Una vez eclosionados los imagos fueron selec-
cionados al azar 10 individuos trans-heterocigotas
mwh~+/+flr’ de cada tratamiento (5 individuos por
sexo), de las cuales se extrajeron las alas con ayuda
de una lupa estereoscopica Carl Zeiss y montadas
(20 alas por lamina y por tratamiento) con Solucion
de Faiire (Goma arabica 300 g, Glicerol 20 mL,
Hidrato de Cloral 50 g, y Agua destilada 50 mL).

La observacion de las laminas se realizd con
ayuda de un microscopio 6ptico compuesto donde
se observaron las regiones de las alas analizadas
que fueron solamente las A, B, C, C,D’, D, E, y
también los margenes que separan a las mismas
(Rodrigues de Andrade ef al., 2004).

Se cuantifico el nimero de clones mutantes en
las alas observadas y se los clasifico segtin el tipo de
marcador expresado; Manchas Simples Pequeias
(MSP) con una o dos células (mwh o fIr’), Manchas
Simples Grandes (MSG) con mas de tres células
(mwh o flr¥) y Manchas Gemelas (MG) con un
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area mwh y otra flr* adyacente (Graf et al., 1984;
Rodrigues de Andrade et al., 2004).

Analisis estadistico de datos

La dosis letal 50 (DL, ) se determiné a partir de
los datos obtenidos empleando el analisis Probit
(Finney, 1952). También se analizaron mediante
tablas estadisticas de acuerdo con Frei y Wiirgler
(1988), que corresponde a un modelo estadistico
Binomial Condicional (Test de Kastenbaum-Bow-
man) (Kastenbaum & Bowman, 1970), con niveles
de significancia o= = 0,05 (Kastenbaum & Bow-
man, 1970), donde las frecuencias de mutaciones
se utilizaron directamente en la determinacion del
valor minimo de mutaciones. Los graficos estadisti-
cos fueron realizados empleando el programa Excel
(Microsoft Office 2016, USA).

Resultados y discusion

La contabilizacion de los adultos eclosionados
por cada 100 larvas da como resultado para el
tratamiento Control un total de 94 individuos y
con la Ciclofosfamida al 0,3% un total de 40 in-
dividuos. Para las diferentes concentraciones del
carbendazim los resultados fueron los siguientes:
al 1% el nimero total de individuos fue de 87, al
5 % un total de 34 individuos y al 10% un total
de 25 individuos contabilizados. A partir de estos
datos se ha determinado la dosis letal 50 (Fig. 1)
de la sustancia empleada para este estudio que fue
la concentracion de 4,848%, hallandose linealidad

100+

Ml Control

BB Ciclofosfamida 0,3%
@@ Carbendazim 1%
3 Carbendazim 5%
@8 Carbendazim 10%

80+

60+

20

Namero de individuos eclosionados

Tratamientos

Figura 1. Dosis letal y contabilidad de moscas adultas. A) Andlisis Probit DL, de. B) Cantidada de imagos de Drosophila

melanogaster por unidad de tratamiento.
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Tabla 1. Analisis estadistico del potencial mutagénico del carbendazim en individuos mwh+/+flr* de Drosophila melanogaster.
Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +) positivo. -) negativo. i) inconclusivo. m) factor de multiplica-
cion a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia o = = 0,05. ) Incluso las manchas
simples I raras. Considerando los clones mwh para las manchas simples mw# y para manchas gemelas. MSP) Manchas Sim-
ples Pequefias. MSG) Manchas Simples Grandes. MG) Manchas Gemelas. TM) Total de Manchas).

. Numero MS,P MS,G MG ™™

Concentraciones (%) (1-2 céls)? (>2 céls)? _ _

de alas _ _ m=5 m=2
m=2 m=5

Control 20 0.00 | (00) 0.00 | (00) 0.00 | (00) 0.00 | (00)
Ciclofosfamida 0,3% 20 220 | (44) 0.65 | (13) 0.25 | (05) 3.10 | (62)
Carbendazim 1% 20 0.00 | (00) 0.00 | (00) 0.00 | (00) 0.00 | (00)
Carbendazim 5% 20 0.15 | (03) 0.00 | (00) 0.00 | (00) 0.15 | (03)
Carbendazim 10% 20 0.30 | (06) 0.05 | (01) 0.00 | (00) 0.35 | (07)

y ajuste a la curva R? = 0,966.

Estos resultados podrian indicar que a mayor
concentracion del fungicida se genera una dis-
minucién en la cantidad de individuos en la po-
blacién tratada, cambiando la tasa de natalidad de
imagos de las mismas, lo cual podria estar afectando
también la estructura poblacional de estas. Esto con-
cuerda con lo descrito por Slijkerman et al. (2004),
quienes han demostrado en ensayos con organismos
acuaticos como Daphnia magna, fitoplancton y
zooplancton que altas concentraciones del fungicida
produce cambios en la estructura poblacional de
Daphnia magna y cambios en la estructura de las
comunidades de zooplancton y fitoplancton.

A su vez, Andrade et al. (2016), usando Danio
reiro (pez cebra) demostraron que el carbendazim es
moderadamente toxica para los embriones con una
CL,, de 1,76 mg.L"' a 96 horas de exposicion, en
tanto, han visualizado efectos en el desarrollo de los
embriones al desencadenar una serie de anomalias
como ser la incidencia de edema, deformaciones de
la columna vertebral, la cabeza y la cola, reduccion
de la frecuencia cardiaca, la longitud del cuerpo y
la tasa de consumo del saco vitelino.

Alas 24 horas, no causé mortalidad significativa
pero los embriones expuestos a concentraciones
superiores a 1,3 mg. L' exhibieron deformidades en
la colay columna vertebral que presentaban un EC,
de 1,48 mg.L!. A las 48 horas, se observo un in-
cremento en la frecuencia de edemas, con una EC,

de 1,26 mg.L' y curvatura de la columna vertebral
que presentaban una EC, de 1,53 mg.L". Alas 72
horas, junto con el aumento de las malformaciones,
se redujo la tasa de eclosion de embriones expuestos
auna EC, de mg.L"'y visualizaron malformaciones
en la cabeza y los ojos, curvatura de la columna y
edemas pericardicos.

Los datos obtenidos en el tratamiento control
evidenciaron un total de ocho clones mutantes,
siendo estos siete del tipo MSP y uno del tipo MSG.
Para el agente mutageno empleado (Ciclofosfamida
0,3%) se contabilizando un total de 62 clones mu-
tantes, 44 del tipo MSP, 13 del tipo MSG y 5 MG.
En el tratamiento con el carbendazim 1% fueron
nulos ya que no se observo ningun clon mutante
(MSP, MSG y MGQG) en las alas de los individuos
tratados. Para el tratamiento con carbendazim 5%
se observaron un total de tres clones mutantes del
tipo MSP, y ninguna del tipo MSG y MG. En el
tratamiento del carbendazim 10% se observaron un
total de siete clones mutantes, distribuidas en seis
del tipo MSP, una del tipo MSG, y ninguna del tipo
MG (Tabla 1, Fig. 2).

Estos resultados concuerdan con la hipotesis
planteada en este estudio, ya que se encontraron
una correlacion entre el nimero de clones mutantes
presentes y la concentracion del fungicida, donde a
bajas concentraciones no se observaron cantidades
significativas de mutaciones lo que se ajusta a lo
descrito por Ilyushina (2020), que empleando el
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Figura 2. Clones mutantes observados en alas de individuos mwh+/+flr* de Drosophila melanogaster tratadas con carben-
dazim. A) Mancha simple pequeiia de tipo mwh (flecha), tratamiento al 5%. B-C) Manchas simple pequeiia tipo mwh (flechas),
tratamiento al 10%. D) Mancha simple grande tipo mwh (elipse), tratamiento al 10%.

método de electroforesis alcalina en gel unicelular
(ensayo cometa), demostré que este fungicida de
grado técnico no inducia dafio al ADN en la médula
Osea y las células hepaticas de ratones CD-1 en
el rango de dosis de 62,5 a 2000 mg.kg'! de peso
corporal.

En tanto, el carbendazim al 10% presenta efecto
mutagénico tanto para los clones MSP y TM, lo
que también fue demostrado por Palanikumar ez al.
(2014), mediante la observacion de un aumento de
los micronucleos en los eritrocitos de Chanos (pez
de leche) a mayor dosis de carbendazim, lo cual
se ajusta a lo reportado por Verma et al. (2018)
que mediante el estudio de raices de Allium cepa

observaron un incremento del dafio citogenético
relacionado con los dias después de la aplicacion
y de la exposicion al fungicida.

A su vez, Salihu ef al. (2015) empleando 50
mg.kg! en ratas Wistar machos adultos encontraron
una disminucion significativa en el recuento total
de globulos rojos, linfocitos y plaquetas, pero hubo
un aumento en el conteo de neutrofilos, ademas,
observaron una elevacion en todos los marcadores
de dafio hepatico y renal en el plasma de ratas. El
higado de estas ratas mostro area focal de necrosis,
leve dilatacion de sinusoide con presencia de cé-
lulas inflamatorias, donde las células que recubren
el conducto mostraban nucleos vesiculares y un

Elvio Gayozo Melgarejo et al.
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aumento en la relacion nicleocitoplamatica.

Por su parte, Jiang et al. (2015) expusieron lar-
vas de pez cebra a concentraciones de 4, 20, 100 y
500 pg.L! de carbendazim para 4 y 8 dias, donde
hallaron que los niveles de ARNm de catalasa,
glutation peroxidasa y manganeso superoxido dis-
mutasa (Gato, GPX, Manganeso/SOD) aumentaron
después de la exposicion a diferentes concentracio-
nes del fungicida durante estos dias. La regulacion
al alza de P53, Apafl, Cas 8 y laregulacion a la baja
de Bcl2, Mdm2, Cas 3 en la via de la apoptosis, asi
como el aumento en la expresion de citoquinas y
quimioquinas, incluyendo CXCL-C1C, CCL1, IL-
1b, IFN, IL-8 y TNF a, sugirieron que este fungicida
podria desencadenar la apoptosis y la respuesta
inmunitaria durante el desarrollo de las larvas de
pez cebra. Con estos datos, se podria decir que el
carbendazim induce simultaneamente multiples
respuestas durante el desarrollo de las larvas del pez
cebray que podrian estar presentes en interacciones
bidireccionales entre el estrés oxidativo, la via de
la apoptosis y los sistemas inmunitarios.

Los resultados obtenidos en este estudio tam-
bién se ajustan a lo descrito por Kara et al. (2019)
quienes determinaron que no hubo diferencias
significativas entre los grupos con exposicion a
este fungicida en las células SHSYSY, sin embargo,
en las células NRK, el dafio al ADN aumento6 sig-
nificativamente dependiendo de la dosis empleada.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que al aumentar las dosis de concentraciones de
carbendazim empleadas se puede observar una cor-
relacion entre las concentraciones del carbendazim
y la cantidad de clones mutantes, detectandose a una
alta concentracion de 10% un potencial mutagénico
alos individuos de D. melanogaster para dos de sus
marcadores empleados (MSP y TM).

Se recomienda realizar una mayor exposicion
de los tratamientos a las larvas de D. melano-
gaster, también realizar otros bioensayos (test de
micronucleos en sangre periférica de Danio rerio,
test cometa en D. melanogaster, y el analisis de
alteraciones nucleolares en células meristematicas

de Allium cepa) a modo de reconfirmar con otros
ensayos los resultados encontrados en este estudio.
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