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RESUMEN

Lapresente investigacion evalud el efecto téxico decinco
extractos vegetales utilizados con fines medicinales, obser-
vando lainfluencia sobre el ciclo celular de linfocitos aislados
de sangre periférica, utilizando dos técnicas complementa-
rias: lacitogenéticay lamolecular. Los andlisis citogenéticos
yel estudiomolecular de proteinas de lafraccioncitoplasmatica
y de la cromatina, condujo a la determinacion de los efectos
oxicos causados por los extractos vegetales en estudio. La
destruccion celular. la presencia de configuraciones anorma-
les con rcgiones hipercromaticas y las alteraciones
cromosomicas. con separacion prematura del centrémero,
sugiercn quc la intensidad del efecto depende del tipo de
extracto. de la naturaleza de las estructuras quimicas y de la
cantidad aplicada. Los mencionados fenémenos, se deben
probablemente a un efecto directo de los agentes quimicos
contenidos en los extractos sobre lacromatinaounaalteracion
de los genes que codifican para proteinas que intervienen en
la condensacion de la misma.

SUMARY

Inorder toevaluale the citotoxicity of five vegetal extracts,
two complementary thecnics were used: citogenetic and
moleccular. The toxic effect were determined on the celular
cycle of lynphocites isolated of periferic blood. Citogenetic
analysisand molecularstudy of proteinsled tothe measurement
of toxic elfects of the extracts.  Celular destruction or
abnormalitics. hyperchromicregions, chromosomic alterations
.early separations of centromer suggest that the efffectdepends
onthe typeoflextract. the chemical compounds presentand the
apphied dose. Those effects are probably due toalterations on
the chromatin or on the genes that codifie for the proteins
involved in its condensation.
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INTRODUCCION

A través de la historia, popularmente se han utilizado los
extractos vegetales de una manera intuitiva y empirica, con
fines medicinales, dado que poseen estructuras que producen
un efecto fisioldgico (1). El auge de los productos
fitoterapéuticos como parte de la medicina alternativa, en
respuesta a factores como el alto costo de los medicamentos y
de la asistencia médica, obliga a crear lineas de investigacién
que conduzcan a establecer pruebas que permitan asegurar el
usode medicamentos que llevan como principio activoextrac-
tos vegetales, con el menor riesgo posible. Los métodos
farmacolégicos para evaluar el efecto terapéutico y gradode
toxicidad, estdn basados en la observacion de hechos experi-
mentales sobre el organismo vivo. Eneste casoel investigador
se vale de técnicas fisioldgicas y bioquimicas, utilizando el
animal como unidad experimental, para encontrar datos cuali
y/o cuantitativos sobre la accién terapéutica y el grado de
toxicidad de sustancias que se encuentran dentro de un
extracto. Pero la controversia presentada entre sociedades
protectoras de animales e investigadores, junto con los argu-
mentos de la industria farmacéutica sobre lo prolongado que
resulta la obtencion de resultados, son igualmente, los
cuestionamientos sobre la extrapolacién de los resultados al
hombre por las variaciones en las caracteristicas genéticas y
porque elmodeloanimal no permiteevaluar el efectomolecular.
esdecir anivel bioquimico y del ciclo celular. Todo esto lleva
ala bisqueda de metodologias que aporten una informacion
complementaria, que permitancaracterizaranivel citogenético
y molecular los efectos de una sustancia sobre la célula, por
ejemplo sobreel ciclo celular, lo que permite conocer el grado
de toxicidad y los posibles mecanismos de accién. (2,3, 4, S,
6, 7, 8). Las técnicas in vitro son un modelo bioldgico
reproducible y verificable que permiten utilizar lineas celula-
res como, Hela, fibroblastos, hepatocitos y células no
transformadas como los linfocitos de sangre periférica. Esto
permite utilizar menos el animal 6 usarlo mas racionalmente
como parte del proceso investigativo. La presente investiga-
cion buscé medir el grado de toxicidad de sustancias que se
encuentrandentrodecunextracto vegetal a través de un andlisis
citogenético y observacion de los cambios a nivel de las
proteinas estructurales y funcionales.
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También s¢ midid cl electo toxico de los extractos P.
vaccinoides, C. americana, T.  neriifolia \B. pilosa y V.
toronis quc son utilizados con fines medicinales, aplicando
dos 1écnicas complementarias, la citogenética y lamolecular.
Aislando linfocitos de sangre periférica y realizando un ané-
lisis citogenético y estudio molecular de proteinas de la
fraccion citoplasmadtica y de cromatina se pudo caracterizar
los efectos toxicos causado por sustancias quimicas que se
encucntran dentro de un extracto vegetal. Se observo destruc-
cion celular. configuraciones anormales con regiones
hipercromaticas que sugiceren condensacion de la cromatina
en formaanormal. El grado del electo dependié de la cantidad
aplicada y del tipo de extracto. Igualmente se encontro altera-
ciones cromosomicas. como metalases apretadas y separacion
prematura del centrémero. A nivel electroforético se observa-
ron algunos cambios cn el numero e intensidad de bandas de
proteinas dc la cromatina y citoplasma, cambios que depen-
den del tipo de extracto. Los fenémenos presentados, proba-
blemente sc deben a un efecto directo de las estructuras del
extracto o a una alteracion de la expresion génica.

PARTE EXPERIMENTAL

Seleccion del material de estudio y obtencién de los
extractos

Para ¢l estudio de citotoxicidad tueron seleccionadas 5
plantas medicinales de uso popular; Pentacalia vacciniodes
(venadillo). Curatella  americana (chaparro), Thevetia
neriifolia (cabalongo). Bidens pilosa (chipaca) y Viburnum
toronis.(chucua). Las cantidades aplicadas en cada tratamien-
Lo, fueron: Co (Control), C1 (1 mg), C2 (500 pg),C3 (500
ng)y C4 (500 pg)

Las partes de las plantas recolectadas ( hojas, frutos o
corteza) sc sccaron en una estufa con flujo de aire a 50 °C
durante 48 horas. EI material seco se pulverizo y se tomaron
muestras de 100 gramos que s¢ sometieron al proceso de
maceracion con alcohol etilico del 96 %. Los extractos obte-
nidos fueron almacenados en frascos de vidrio en refrigera-
ciona 4 °C.

Obtencion de linfocitos y aplicacion de los tratamientos

Scaislaron células blancas de sangre periférica, utilizando
un gradicnte (Ficol-hypaque) se colocaron en medio de
cultivo RPMI con suero fetal bovino al 10 % y 0.3 mL (500
pg/mL) de fitohematoglutinina (PHA), incubdndosc a37 °C
por 60 horas. Cumplido el tiempo se determind el nimero de
célulasporml.utilizando lacamara de Nebauber. Los linfocitos
se suspendicron en medio fresco de RPMI con suero fetal
bovino al 10% vy fuecron distribuidas 500.00 células/ (.5 mL
en los tubos de ensavo para aplicarles los tratamientos. Los
extractos alcohdlicos scleccionados se aplicaron en las can-

tidades antes sefialadas y se dejaron en contacto con los
linfocitos T durante una hora a 37 °C . Se les adiciond
colchicina y nuevamente incubados por 20 minutos. Poste-
riormente se trataron con solucién hipotonica de cloruro de
potasio 0.075 M por 8 minutos, luego se adiciond solucion
fijadora de metanol-dcido acético (3:1) y se centrifugaron. Al
pellet se le adicion6 solucién fijadora por 30 minutos. Postc-
riormente se hicieron tres lavados con la misma solucion, se
extendieron en ldminas y se colorearon con Giemsa (8) .

El andlisis se hizo observando al microscopio 1.000 célu-
las paracadaextracto y tratamiento, repitiéndose 5 veces cada
ensayo. Primero se hizo un recorrido general de la ldmina
analizando la cantidad de células, luego en zig-zag de izquicr-
da a derecha y de arriba hacia abajo, incluyendo c¢lulas
estimuladas  ( blastos y metafases) y no estimuladas. En ¢l
analisis se tuvo en cuenta la forma, el tamano, la integridad
celular y cromosomica. Para la evaluacion con respecto al
tamafio, se hizo con base a un trabajo realizado por otro
investigador (C.A.Gerrero,com.Pers)(9) con quiense tijo un
patrén de referencia arbitrario, el niimero cero que se observa
a través del microscopio. Las células que tenian un tamano
igual o mayor al niimero cero, son catalogadas como estimu-
ladas y las de menor valor como no estimuladas. A las
metafases observadas se les analizé su morfologia.

Estudio Electroforético: separacion de proteinas

Para esla técnica se siguio el método descrito en la litera-
tura con leves modificaciones. (8, 10). Se realiz6 primero cl
procedimiento para obtener cromosomas metafdsicos hasta la
incubacion después de agregar la solucion de colchicina.
Cumplido los 20 minutos, cada eppendorf se centrifugo a
1.200rpm durante siete minutos descartdandose elsobrenadantc.
Al pellet de cada recipiente se le adicion6 1.5 mL de solucion
buffer BLCB ( Buffer de Lisis de las Células Blancas) de pH
7.4 se mezclo en vortex por 30 segundos dejandose en reposo
durante 30 minutos para luego volver a mezclar fuertemente
en vortex. Posteriormente el contenido de cada muestra sc
paso tres veces consecutivas por unajeringaconagujanimero
23 y tres veces por una jeringa tipo insulinica, luego se
centrifugé por 20 minutos a 3.000 rpm. Recuperdandosc cl
pellet y el sobrenadante en eppendorf separados. El
sobrenadante, donde se encuentran las proteinas
citoplasmaticas, se recolecté en un eppendorf, agregdandosc
600 pL de solucion de dcido tricloroacético al 10% en acctona
y mercaptoetanol al 0.3 %, se mezclo fuertemente en vortex y
scalmacend a 4 °Cdurante 14 horas. Cumplido el tiempo. se
procedio a centrifugar los eppendorf a 12.000 rpm durantc 5
minutos. se descarté el sobrenadante teniendo cuidado de no
extraer el pellet y se adicioné un mL de acetona, se mezclo
en vortex durante 30 segundos y se centrifugé a 12.000 rpm
durante cinco minutos descartindose el sobrenadante. Esta
operacion de lavado con la acetona se repitié 4 veces para
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eliminar residuos dedceido tricloroacético. Despuésdel dltimo
lavado sc dejo secar a temperatura ambiente durante 2 horas.
Al pelletsecode todas las muestras se resuspendié adicionan-
do porigual 60 pL de una solucion buffer de Laemmli que
contienc 0.065 M dc¢  tris-HCL. 2% p/v SDS, 5% viv B -
mercaptoctanol: 2mM EDTA: 10% v/v de glicerol (8.10) se
mezclo con el vortex durante 30 segundos y se coloco en agua
hirviendo durante tres minutos. Luego se agito nuevamente
en vorlex y se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora
antes de almacenar a - 20 °C hasta la realizacién de la
clectroforésis.

Protcinas de la cromatina

Al pellet dejado después de separar el sobrenadante que
conticne las proteinas citoplasmaticas se le adicioné un mL
de solucion bufler BLCB y 200 uL. de tolueno, se mezcld
fuertemente v se centrifugd por 5 minutos a 12.000 rpm.
Lucgo sc recuperd la fase liquida. descartdndose la capa
sobrenadante de tolueno donde se encuentran lipidos. Parano
tomar restos celulares de la fase orgdnica o interfase, se
introdujo la pipeta con presion positiva y no se tomd toda la
fase liquida. A la lasce liquidarccuperada se le agregé 200 ul
de una solucion al 10 % dc dcido triclorodcetico en acetona
y mercaptoctanol al 0.3 % sc¢ almacend a 4 ° C durante 14
horas para precipitar Tas proteinas de la cromatina. Posterior-
mente se les hizo el mismo tratamiento realizado para las
proternas citoplasmidticas y linalmente se almacend a -20 °C
hasta la realizacion de la clectroforésis.

Electroforesis

LLas proteias citoplasmiticas y de la cromatina fueron
analizadas  por ¢l sistema de clectroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS descrito por Laemmli (SDS-PAGE).
(11,12 ) En cada pozo se colocaron. con una microjeringa
Hamilton. 12 ul.de cada unade las muestras. Es decir, se puso
igual cantidad en cada pozo de cada uno de los extractos en sus
respectivas cantidades. La clectroforesis se condujo a 15
mAmp por limina de gel en una minicimara Hoefer SE 250.
La clectroforésis se detuvo cuando el marcador azul de
bromoflenol alcanzé el extremo del gel . Los geles fucron
tefiidos con nitrato de plata de acuerdo a la metodologias
descritas por Blum et al. (13) ( 1987 ) Acosta y Mayo (14), (
1989) Los geles fueron almacenados en 50 % v/v de metanol-
agua a 4 °C v posteriormente fotograliados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio citogenético y electroforético

El matcrial extendido en ldminas, se observo al microsco-
pio y se clasifico como: a.- células grandes y uniformes en
morfologia. denominadas blastos o células estimuladas. b.-
Células pequenas y uniformes en morfologia. c.- Metafases

y d.- células destruidas total o parcialmente con pérdida de
la membrana citoplasmatica y nuclear, sin uniformidad
morfoldgica. Ladestruccioncelularse registro con cruces, de
acuerdo al grado de afeccion. Los valores fueron expresados
entre cero (sin destruccion celular) y cuatro cruces, (destruc-
cion de todas las células). Se utilizo un control negativo sin
tratamiento y como  control positivo el tetracloruro de
carbono, una sustancia altamente toxica para la célula.

Los resultados experimentales obtenidos se tabularon
como variables(blastos, células pequenas, nimero de metalases
y destruccion celular) y evaluaron aplicando el paquete esta-
distico SAS que incluye andlisis de varianza. (Estadisticas de
Duncan‘s, Student-Newman -Keuls(SNK) y Tukey‘s). El
tratamiento estadistico permitié observar el efecto de la
cantidad aplicada y del tipo de extracto sobre cada variable
estipulada. Tomando como referencia los valores promedios
(tablas 2 a7 ) se observé que la intensidad y tipo de efecto
depende de la cantidad aplicada. Ademds los extractos
presentaron diferente grado de efecto sobre cada una de las
variables en estudio.

El efecto de la cantidad de extracto aplicada sobre el
nimero de blastos o células estimuladas, células pequeas.
metalases, indice mitéticoe indice metafdsico, fue mayor para
las cantidades de | mg y 500 pg presentando dilerencias
estadisticamente significativas con respecto al control que no
llevaba tratamiento. Las cantidades de los ex(ractos que me-
nos efecto presentaron sobre las variables en estudio fucron
las de 500 ng y 500 pg, esta ultima no presentd diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control.

Una de las variables mas afecltadas por la cantidad dc
sustrato aplicado, aunque con diferente grado de efecto, dc
acuerdo al tipo de extracto, fue la destruccion celular con
cantidadesde | mgy 500 pg, donde se observo la mds alta
destruccion celular, para todos los extractos. No obstante,
algunos extractos como C. americana 'y P. vaccinoides cn
cantidades de | mg causaron destruccion total, similar aladel
control positivo. De otro lado Bidens pilosa presentd una
destruccion celularmenor que losdemads extractos. Los demds
extractos, en las cantidades antes citadas, solo causaron alte-
raciones de la morfologia celular y/o cromosdmica como
formas amortfas, condensacion polarizada de la cromatina y
diferente grado de hipercromia. También se observo en varias
células la presencia de divisiones simultdneas y asimétricas.
Las alteraciones cromosémicas consistieron en separacion
prematuradel centrémero, originada por separacion simultd-
neay adestiempo de las cromadtides hermanas.

Los extractos, independiente de la cantidad aplicada pre-
sentaron un efecto diferencial sobre cada variable. Asi C.
americana afectd el niimero de blastos causando una dismi-
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nucion del 63% micntras para P. vaccinoides fue del 43 %.
Los cxtractos T. neriifolia, B. pilosa y V. toronis presentaron
un clecto bajo sobre ¢l nimero de blastos, pero presentaron
difercncias con respecto al control.

Otra variable afectada cs la cantidad de células cataloga-
das como pequenas. Los extractos P. vaccinoides y V. toronis
Killip & Smith presentaron ¢l mayor nimero de células
pequenas con diferencias estadisticamente  significativas
respecto a los demas extractos y al control.

Las metalases también fueron afectadas por el tipo de
extracto . Los extractos C. americana, P. vaccinoides y V.
roronis  tivicron una mayor incidencia en el nimero de
metafases. cuyo valor tiende a cero. B. pilosa y T. neriifolia
prescntaron un clecto menos marcado, encontrandose un alto
nimero de metafases durante los ensayos realizados .

El indice mitotico. que es cl resultado de la suma del
namero de células estimuladas y el nimero de metafases
dividido por ¢l nimero total de células leidas, es alterado en
lorma difcrencial por los extractos. Porejemplo C. americana
v P. vaccinoides presentaron ¢l indice mitotico mas bajo
respecto i los demis extractos. pero diferenciable del control.
El indice metalasico. que corresponde al nimero de metafases
dividido porclnamcero total de células leidas, presentd dismi-
nucion porelectodel tipodeextractoy de lacantidad aplicada.
No obstante los cextractos prescentaron diferencias
estadisticamente significativas respecto solo al control. La
tabla I resume ¢l grado de efecto de cada extracto sobre cada
variable en estudio.

Tabla 1. Elccto  de los cxtractos sobre las diferentes
variables (ordenados de arriba hacia abajo en orden descen-

dente con respecto al grado de efecto)

VARIABLES

| Blastos Células P Melaffises [ Mitdtico I Metafisi. Destruccién
Grado | 14 E2 B3  E3  E3 E2
de | B3 L4 F4 E4 E2 El
Elccto i 350 E3 E2 E5 E4 E5
ded | LIES El El El E3
Extract.| E2  ElI ES E2 ES E4
co  Co Co Co Co Co

El: Pentacalia vaceinoides

E2: Curcuella cimericana

E3: Thevetia neriifolia

Ed: Bidens pilosa

ES : Viburnum roronis

CO: Control ( no lleva tratamiento)

También se analizaron proteinas citoplasmadticas y de
cromatina utilizando el sistema de electroforesis SDS-PAGE
gel descrito por Laemmli ( 1972). Se utilizaron proteinas
marcadoras de peso molecular de 68,45, 25, 18 y 14 Kda. Las
bandas mas conspicuas del control de cada gel sc compararon
respecto a ausencia-presencia e intensidad con las presentcs
en cadaunodelos tratamientos aplicados. Presentdndose solo
diferencias paralacantidadde | mgentodos los cxtractos cn
estudio.

Las células que recibieron diferentes cantidades de los
extractos mostraron alteracién en el ciclo celular retlejada en
unadisminucionenel ntimero de blastos o célulasestimuladas.
aumento en el nimero de células pequeiias, diminucion en el
indice mitdtico y metafasico, destruccion celular y alteracion
en la morfologia celular y cromosémica. Indicando que las
estructurasquimicas de los diferentes extractos estdn cjercien-
do toxicidad en la célula linfocitica y que depende de la
cantidad aplicada, del tiempo de contacto y la naturaleza de la
estructura molecular.

Se presentaron fenémenos comunes en todos los extractos
como la destruccion celular, dependiente de la cantidad.
También regiones hipercromaticas; lo que sugiere condensa-
cionde lacromatina, el fendmeno se presenta cn las célulasen
forma total 6 sectorizada. Las malformaciones cclulares y
cromosomicas, probablemente se deben a un efccto directo de
las estructuras del extracto sobre la condensacion de la
cromatina o una alteracion del la expresion de genes que
codifican paraproteinas que intervienen cn lacondensacion de
la cromatina. Los hallazgos electroforéticos como la presen-
cia o ausencia de bandas de proteinas obedece a una accién
directa de las estructuras sobre las proteinas, clivandolas,
adicionando 6 sustrayendo grupos como losfatos, azufre y
azicares que sc reflejan en una variaciéon en cl patrén
electroforético. Esta alteracion puede ser causada por altera-
cioncs post-traducionales al modificarse la estructura proteica
que conlleva auna variacion en lafuncion de laproteina. Estos
cambios proteicos a la vez pueden ser los responsables de las
alteraciones observadas a nivel citogenético. El extracto C.
americana en cantidad de 1 mg presentd alta destruccion
celular, lo que probablemente se deba al alto contenido de¢
taninos, que contiene grupos politendlicos que interacttian con
el oxigeno del grupo carbonilico o el nitrégeno de la cadena
lateral de cualquiera de los aminodcidos que conforman las
proteinas de la membrana citoplasmdtica y de la cromatina.
También lasaponinasque con sus grupos apolares ¢ hidrofilicos
pueden variar las propiedades fisicoquimicas, no solo dcl
medio que rodea la célula sino de la permeabilidad dc la
membrana, causando una ruptura de ésta. Cantidades menorces
(500 pg) causan configuraciones anormales, como dilerentes
formas con divisiones simultdneas y asimétricas, regiones
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hipercromaticas lo que sugiere lacondensacién de lacromatina
en forma anormal. Probablemente el fenémeno que induce ala
condensacion y ladivision acelerada y prematura, es el respon-
sablc dc inducir la scparacion prematura del centrémero
observado en la mataldses analizadas, donde las cromadtides
hermanas sc scparan simultineamente y a destiempo, en un
orden no cronologico. P. vaccinoides, el alto contenido de
alcaloides con estructuras pirrozilidinicas es responsable de
los difercntes [lendmenos citogenéticos presentado en un alto
porcentaje de células. V. toronis por el contenidomoderado de
saponias, cxplica que los efectos citogenéticos sean similares,
aunque cn menor intensidad al C. americana. T. neriifolia
conticne un heterésido llamado tevetina que a pesar de presen-
tar bioactividad sobre ¢l miocardio las altas concentraciones
producen un clecto Loxico sobre la célula. Esto quizd explique
los fendmenos hallados con cste extracto. Las estructuras del
extracto de B. pilosa no producen efecto similar al observado
para los demis extractos. Sinembargo, debe aclararse que no
se han realizado estudios a largo termino, es decir, analizar la
actividad cclular  durante varias horas o dias después de
rctirado el extracto. Por esto no podemos seiialar la severidad
del efecto a posteriori de ningun extracto.

En general se pucde afirmar que los efectos téxicos presen-
tados por los diferentes extractos en estudio son consecuencia
de la rcaccion entre las entidades quimicas presentes en los
extractos y las estructuras celulares. El contacto entre las
moléculas. a nivel de Ta membrana citoplasmatica, modifica
las condiciones fisicoquimicas, alterando el ciclo celular y
desencadenando malformaciones celulares. Por ejemplo, una
de las rcacciones que ocurre con mayor frecuencia y que
puede causardestruccion celular en formatotal y/o parcial, se
debealapresenciacn clextracto vegetal, de taninos (compues-
tos pilifendlicos con grupos altamente reactivos) los cuales
interaclian con las proteinas de la célula formando
macronoléeulasinsolublesquesc precipitan. Ademds pueden

causar inhibicién enzimatica e interfieren dentro del ciclo
celularinterrumpiendo secuencias de reacciones bioquimicas
fundamentales para la formacién de proteinas, o directamente
en la expresion de uno o varios genes.

Igualmente la interaccién entre las diferentes estructuras
quimicas, incluidaslas saponinas, lactonasterpénicas, alcaloides
y cumarinas (todas con grupos quimicos altamente reactivos)
con las moléculas celulares, interfiere en el desarrollo normal
del ciclo celular, causando alteraciones celulares. Por ejemplo,
la disminucién en el ndmero de células estimuladas, la
variacién en tamaio y la forma celular (estados amorfos).
Estos efectos probablemente se llevan a cabo a través de
mecanismos diferentes.

Entre las diferentes estructuras presentes en los extractos.
las mas 6xicas son los alcaloides que contienen estructuras dc
la pirrolizidina y los heterdsidos cardiotonicos que a pesar de
poseer bioactividad tienen una ventana terapéutica muy
estrecha y el grado de efecto téxico presentado por los
diferentes extractos utilizados en el presente estudio sobre los
linfocitos T es funcidn directa de la cantidad aplicada.

Las técnicas aqui aplicadas permiten obtener informacién
en relativo corto tiempo y asi complementar la informacién
observada en el animal integro y poder detectar la relacién
riesgo/beneficio. Ademads de poder aplicar estas mismas técni-
cas, pero utilizando elementos radioactivos que permitiria
analizar posibles efectos sobreel DNA o proteinas de la célula.
También recomenddndose estudios complementarios, utili-
zando las sustancias aisladas y purificadas de cada uno de los
extractos en estudio para identificar la 6 las sustancias respon-
sables del efecto toxico.

Valores promedios ( expresados en porcentaje) de los S
experimentos realizados para cada cantidad y cada uno de los
extractos

Tabla 2 LExtracto Pentacalia vaccinoides
Cantidad % Promedio % Promedio | % Promedio | % Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
Cl 229 83.1 0.0 19.60 0.00 +++
C2 35.2 64.6 0.2 35.42 0.20 ++
C3 55.1 41.4 3.5 58.60 3.50 +
C4 606.6 27.2 6.1 72.70 6.5 -
* C. P Cclulas pequenas
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Tabla 3 Extracto Curatella americana
Cantidad % Promedio % Promedio| % Promedio | Y% Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
Cl 2.6 57.4 0.0 2.60 0.00 +++
©2 4.0 56.6 0.0 4.00 0.00 ++
C3 45.5 51.0 35 49.02 3.50 +
C4 66.7 26.3 7.0 75.50 8.92 +
Tabla 4 Extracto Thevetia neriifolia
Cantidad % Promedio % Promedio | % Promedio | % Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
Cl 40.3 58.9 0.8 41.14 0.80 ++
C2 55.5 42.7 1.8 53.30 1.82 +
C3 65.0 309 4.1 69.00 4.06 =
C4 70.3 239 5.8 76.10 5.84 =
Tabla 5 Extracto Bidens pilosa
Cantidad % Promedio % Promedio | % Promedio | % Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
Cl 38.5 61.2 0.3 38.80 0.12 +
C2 57.3 40.9 1.6 58.90 1.58 +
C3 69.8 26.5 3.7 73.50 3.74 -
C4 72.7 22.1 5.2 77.90 5.29 =
Tabla 6 Extracto Viburnumn toronis
Cantidad % Promedio % Promedio | % Promedio | % Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
Cl 39.6 60.2 0.2 39.80 0.18 +++
C2 48.6 51.0 0.4 49.00 0.44 ++
C3 652 32.6 2.2 67.40 2.24 +
C4 69.8 27.2 3.0 72.80 3.02 —
Tabla 7 valores promedios de los 5 experimentos del controles (sin tratamiento )
Ensayo % Promedio % Promedio % Promedio % Promedio % Promedio destruccion
Blastos C. P.* Metafases I Mitético I Metafasi
ek | 750 243 170 75.70 17.00 ==
*HED 725 147 128 85.30 12.80 ==
#EER 807 46 147 95.40 14.70 —
G ) 820 42 138 95.80 13.80 -—
#HES 805 85 110 91.50 11.00 ==
Promedio 781 113 138 92.00 13.80 —
#Ensayo
— —
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