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RESUMEN

Em el presente estudio se analizd el efecto de la nemorona y
la desmetil fruticulina sobre la pérdida parcial vy total de
cromosomas sexuales en Orosophila melanogaster, utilizando el
sistema de cruza de hembras y2we/y2w® con machos y/E%Yy*,
empleando el sistema de camadas. :

La nemorona se administrd por via oral, en tanrto gue la
desmetil-fruticulina se administrd via inyeccidédrn y vla oral-.
Fara la nemorona se prokaron las siguientes corncentraciones por
alimenrtacidn 1000, 2S00 y S000 ppm, siendo el testigo Tween 0.
La desmetil-fruticulirna se probd en las siguientes
concentraciones por inyeccidn: 10, S0 y {00 ppm, siendo el
testigo DMSQ al S%, vy por alimentaciénm 1000, 2500, S000¢ ppm ¥y
10 000 ppm el testigo en este caso fue Tween 30.

Los resultados se evaluaron mediante las tablas de
Kastenbaum--Bowman a un nivel de significancia del 5%,
encontrdndose que tanto la nemorona como la desmetil-fruticulina
no inducen pérdida parcial o total de cromosomas seyuales err  las
concentraciones probadas.
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Los estudios sobre mutaglnesis guimica que comenzaron en la
década de los 60's, mostraron en un amplio rango de organismos
experimentales que hay nuamerosos agentes quimicos en el ambiente
capaces de tewer una potente actividad mutagénica. Se han
encontrado agentes mutaglricos entre los quimicos utilizados como
aditivos de alimentos, medicamentos, cosméticos, pesticidas y en
los contaminantes ambientales (De Serres, 1377).

El riesgo gendtico que representa para el hombre la presencia
de estos compuestos en el medio es importante, dado el dafio que
se le puede ocasionar a un individuao a travds de la induccidn de
mutaciones yglnicas y aberraciones cromosdmicas en las c8lulas
somdticas lo cual podrla causar el desarrollo de un clncer y/o
tamhidn podrla afectar a futuras generaciornes a través de la
produccidn de mutaciones glnicas y aberraciones cromosémicas en
tas células germinales lo cual conllevartla a alteraciones
heredablies (Loprierno,1%30).

La incidencia de estos compuestos en 21 ambiente conduce a
desarrollar metodologlas sensibles y rdpidas para detectarlos,
as! como & huscar alternativas para disminuir las concentiraciones
de los ya enistentes en el ambiente. Una fuente adiciownal de
preocupacidn acerca de la exposicidn humana a 8stos agentes es la
alta correlacidn que se ha encontradoc entre la actividad
mutagénica y la carcinogénica (De Serres, 1979,. Ames et al.,
1973, Maron y Ames, 1983). por lo que resulta de suma importancia
el atender enfermedades asociadas con estos agentes como lo es el
caso del cldncer (Pratt y Rudden, 1373).

El cAncer es urna enfermedad multifactorial que se caracteriza
por la presencia de células malignas las cuales proliferan de una
forma incontrolada, invadiendo tejidos circunvecinos y en
ocasiones drganos distantes para formar colonias hijas
(metdstasis). Las células cancerosas presentan, ademds de su
tendencia a multiplicarse, caracteristicas bioquimicas e
inmunolégicas diferentes a las de las células normales. Entre
estas diferencias estdn?: la produccidn de hormonas ectépicas
(hormoras que no son producidas por las c#lulas que les dieron
origen, ¢. g. las hormonas placentarias producidas por carcinomas
pulmonares), la presencia de grupos quimicos especlficos en la
membrana celular. Esta forma de expresidn diferente denota gue en
las células cancerosas, se activan genes que deberlan estar
inactivos y viceversa, por lo tantoe,  la desorganizacidn en la
expresidn génica, es caracterlstica de la cdlula cancerosa (Vega,
1995).

As? como existen distintos tipos de c8lulas, existen
alrededor de 100 clases de cAnceres diferentes con
caracterlsticas especiales segtn el tejido u 8rgano afectados,
sin emhargo con fines completamente praActicos se consideran en
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general, tres tipos de clricert

1 Carcinomas.—- Cancer de las células epiteliales. Estas
células recubren las superficies externas de distintos Orgaros:
piel, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal, oentre otros)
y las superficies internas de varias glandulas (glandula mamaria,
pancreas, tiroides y otros) Aproximadamente un 0% de los
cdrniceres humancs pertenecer a este ¢rupoc.

El 10% restante de los cAnceres humancs se distribuyern en
los dos grupos siguientess

2 Sarcomas.- CAncer de los tejidos conectivos o tejidos de
soporte como son los cartilagos,.los huesos, los mAsculos, etc.

3 Grupo heterogénrgo.~ En donde se incluye a los cdnceres de
los tejidos productores de las células sangulneas?! a) transtornos
mieloproliferativas como las leucemias: cdricerr de los tejjdos
formadores de las c#lulas sanguineas que se manifiegtan por la
sobreproduccidn de leucocitos {gléhtulos blancos), las
eritroleucemias: sobreproduccidn de eritrocitos (gléhbulos rojos)
¥ tromhoklastosis wque consiste en la sobreproduccidn de
plaguetasy b) transtornos linfoproliferativos 8 linfomast cdrnicer
del tejide linfAticol! nédulos linfdticos, hazo, ¢timo e hlgade
(\Iega. 1985)-

El clncer es una enfermedad gue ocupa un lugar importante en
América (cuadros | v 2) y er Mlxico es la segunda causa de
muertes anualmentes (Archivo Estadistico del Instituto Nacional de
Cancerologla, 1936).

Debido a la alta incidencia del carcer la investigacidn
acerca de posibles agentes gque puedan comhatirlo se ha ido
incrementando.

En urna amplia resefila histdrica gue realizd Pratt y Ruddon en
1977 menciona que el primer compuestno efectivo contra el cldncer

fud la mostaza nitrogenada, cuyse precuwrrsor es la mostacza
sultdrica. En 1331, Adair y Bagg aplicaron mostaza sulférica al
carcinoma H5CaMORD y tamkién inyectaron este compuesto

directamerte a tumores humarios, pero ¢l compuesta fud comsiderado
demasiado td8xico para su uso.

Gilman vy sus colegac examinaron el efecto antitumorai de la
mostaza ritrogenada sohre linfosarcoma de ratén encontrandose

respiiesta positiva, vy en {942, Gilman, Godman, Lindskog vy
Dougherty comenzaron el primer tratamiento clinico con mostaza
nitrogenada en pacientes con linfosarcema. ULina de las mostazas

nitroyernadas que se demostrd tiene efecto clinico positivo es la
HNz ] mecloretamina que todavia es utilizada como una droga
anticancerfgena ademds de una serie de agentes alquilantes
recientemente sintetizados como una extensidrn del compuesto
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original (Pratt y Ruddon, 1979).

En general, las drogas anticancerigenas son mds &tiles contra
tumores maligros con una alta tasa de cllulas en divisibn. En
términos prdcticos, las drogas por si solas son primordialmente
efectivas contra leucemias y linfomas. Los tumores "<8lidos”
incluyendo aquellos del colon, recto, pulmdn y mama, wusualmente
tienen una baja tasa de células en divisidn y por lo tanto son
menos suceptibles al tratamiento por drogas. Por esta misma
razén estos tumores son preferentemente tratados con cirugla vy
con agentes quimicos y en ocasiones se emplea d&nicamente la
cirugta. La cirugia 'y la radioterapia pueden erradicar
frecuentemente tumores primarios o localizados, pero suelen
fallar cuando el cancer ha emigrado a otras A&reas del cuerpo. En
tales casos, la quimioterapia puede 1llegar a eliminar la
enfermedad metAdstica (Pratt y Ruddon, 1379).

Los compuestos de los que se considera pueden tener actividad
anticancerligena son evaluados en pruebkas #n vivo en mamliferos
(principalmente rata y ratén) e in vitro en células derivadas del
cdncer humano <{Carter y Livingston, 1376) (los hicensayos mds
utilizados se muestran en el cuadro 3).

En la actualidad se pueden clasificar a las sustancias que
se utilizan en la gquimioterapia del cAncer en las siguientes
clases: a)agentes alquilantes, b) antimetabolitos, ¢) hormonas,
d) enzimas, e) antibidticos y f) productos extraldos de las
plantas (Stock, 19603 Hellman, 1972 y Pratt y Ruddon, 1%79).

a) Agentes alquilantes.

La mayorta de 1los agentes alquilantes efectivos son bhi- o
trifuncionales. Estos agentes tienen la capacidad de actuar a
temperatura corporal y en condiciones acunsas neutrales, su forma
de accién es mediante la interaccidn con la informacidn genética
de la cé#lula, es decir alquilan el DNA. Se encontrd que la
actividad biol8gica de ‘los grupos algquilantes estd determinada no
s50lo por su reactividad qutmica, sino tambiln por la naturaleza
de la estructura transportadora; asl, 1os compuestos con similar
reactividad quimica pueden ser asociados a un amplio espectro de
efectos antitumorales, por esta razén algunos aminodcidos,
réptidos, carpbohidratos, esteroides y varios compuestos
heteroclclicos han sido utilizados como acarreadores. En este
grupo caern importantes compuestos como las mostazas nitrogenadas,
etilenaminas, o etilenamidas, epoxidos y metanosulfonatos.

Algunos compuestos que se encuentran dentro de éste grupo
reaccionan directamente despuls de que ellos son introducidos al
cuerpos. Tambidn existen compuestos que son inicialmente inmactivos
pero gque son activados de manera selectiva dentro del tumaor. Uno
de los compuestos mds ampliamente usados como anticancerligeno es
la ciclofosfamida, la cual es un compuesto gque necesita ser
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activado por las enzimas hepdticas (Stock, 1960 y Pratt y Ruddon,
19795,

b) Antimetabolitos.

El térmivo "antimetakolito” se emplea para designar
compuestos con urna estructura molecular semejante a los
metabolitos de la c8lula, pero que interfieren con las funciones
de estos &ltimos (Stock, 1960). Estos son bdsicamente de tres
tipost antifolatos, antipurinas y antipirimidinas.

E! primer antifolato er ser empleado clinicamente fud la
aminopterina. En 1947, Farker suministrd la amirnopterina a 1é
nifios corn leucemia aguda, . una remisidn drdmatica aunque temporal
se notd en 10 de los 16 nifos. En 149, GSeeger y sus colegas
sintetizaron la amiropterina (metotrexase) que se uséd en clinica
de inmediato y adn se emplea en la acttualidad aunque con ciertas
precauciories dehidas a su toxicidad (Pratt y Ruddon, 197%3).

Dentro de las antipurinas se encuertra la &-mercapto purina,
que se emplea en el tratamiento de la leucemia aguda infantil.

Las aminopterinas se sintetizaron en un intento por encontrar
andlogos que pudieran inhibir el usoc de uracilo por los tumores.
Heidelkerg y colaboradores. razonaron que un antimetatolite
semejante al uracilo podrla ser utilizado preferencialmente por
los tumores vy por 1o tanto podria inbibir especificamente su
crecimiento. A3l surgid la primer antipirimidina clinicamente
efectiva, la S~fluorouracilo a la cual le han seguido otras. EI
mds promivente de estos andlogos es la citosina arabinosa, la
cual es utilizada ampliamente como antileucdmico (Stock, 1960 vy
Pratt y Ruddon, 1973). .

c) Hormonas.

Tumores que surgen #n tejidos norzalmente suceptibles al
medio hormonal tierden a responder al tratamiento con hormonas,
especialmente ern los estadios tempranos de desarrollo del tumor.
Clinicamente los principales ejemplos son el cdncer 4e mama, el
de endometrio y el cAncer de prostata. Por ejemplo, en mujeres
premenopadsicas con cdncer de mama diseminado, los andrégenos (e,
ge propionato de testosterona) son comunmente administrados
debido a su accidn antiestrogbnica (Stock, 1960).

d) Enzimas.

En 1953 Kidd reportd que el suero de cuyos causaba la
regresidn o inhibicidn de ciesrtos tipos de linfomas de rata vy
ratdn « El material activo fud la L-asparaginasa. Esta enzima es
productida actualmente en gran escala a partir de fuentes
racterianas, principalmente Escherichsa coli, y es  dtil
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clinicamerite en el tratamiento de leucemia aguda. Esta actividad
parece ser debida a la destruccibn de la asparagina, dado que
algunos tumores requieren de asparagina, mientras que su
contraparte normal no. Los experimentos con animales de
laboratorio indican que son poco tdxicas, selectivas e inocuoas,
pero tambiérn se ha observado la aparicidn de resistencia a 1la
droga (Stock, 19605 Hellman, 1972 y Pratt y Ruddon, 1979).

e) Antibidticos.

£n 19854, Faber utilizh a la actinomicina D, un antibibdtico
citotdrnico aislado de Streptomyces sp para tratar el tumor de
Wilm en nifios. El demostrd la efectividad de la actimomicina D
conduciendo al desarrollo de una gran cantidad de antihi8ticos

corn actividad anticancerlgena en roedores y en humanos. Los
antibidticos antitumorales difieren de los antibibticos
utilizados contra las bacterias en que 1los primeros son

marcadamente citotdxicos para las células de mamiferos. Los
antibidticos clinicamente efectivos incluyen: la mitomicina
contra leucemia mieloides mitramicina contra tumores
testiculares; bleomicina contra tumores escamosos y linfomas;
daunorobicina contra leucemias y una gran variedad de tumores
sdlidos, incluyendo carcinomas y sarcomas. Los antibkidticos
act8an en un punto especifico del ciclo celular (metafase) pero
muestran mAltiples efectos bioquimicos los cuales incluyen la
interferencia con la sintesis de RMA y DNA. (Stock 1960 y Pratt y
Ruddon, 1979).

f) Productos extratdos de plantas.

El mirto ha sido utilizado en la medicina tradicional por
siglos y en la década de laoas 50's llamdé 1a atencidn por su
probable efecto hipoglichmico. Cutts et al., en 1957 obkservaron
que el azdcar en la sangre no declinaba con la presencia de estos
alcaloides;y sin embargo el ndmero de leucocites si lo hacla.
Johnson y colaboradores demostraron en 1957 que las fracciones
de alcaloides extraldos de esta planta tenlan propiedades
antileucémicas en ratén (Pratt y Ruddon, 127%). Vinca rosea
( Catharanthus roseus Linn) comurmenite denominada mirta, es
originaria de las Indias Qccidentales. A partir de
investigaciones independientes en EUA y Canadd se aislaron los
principios activos de esta planta obtenibndose la vincristina
(VCRY vy la vinblastina (VBL). E1 mecanismo de accibn propuesto
para estos alcaloides postula al menos dos sitios activos
diferentes, el primero como inhibidor de la mitosis (efecto
reversible) a través de la unidn de la 4ro0og9a a precursores
citoplasmdticaos del huso mitdtico (es decir, con la tubulina) vy
el segundo es la inhibicidn de la sintesis de RNA por medio de
una interaccidn con la RNA polimerasa (Carter y Livingston 1376 y
Pratt y Ruddon, 1973). Actualmente la vinblastina y la
vincristina jueqan un papel importante en el tratamiento de
leucemias, linfomas, cdncer de mama y melanoma maligno (Carter y
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Livingstan 1376).

A partir de entonces la bAsjueda de agentes anticancerigenos
en extractos de plantas ha continuade Yy son numerosos los
principios activos que han demostrado tener actividad antitumoral
(Kupchan, 1374). Los agentes anticarcerlgenas extraldos de las
plantas pueder ser clasificados en? taninas, esteroles, guinaonas
vy terpenos, lignanos, flavorioides, saponinas, lactonas

esteroidales, quasinoides, ansamacrolidas, proteinas y alcaloides
(Hartwell, 12374). :

Algunos ejemplos de estas investigaciones son los efectos-
positivos de la sesbanina (un alcaloide extratdo de Sesbania
drummonidt (Rydb) contra la leucemia linfocttica P-388, (Powell y
Smith 1931), el fisalin-B es activo contra células tumorales SKE
Y 9PS im vivo e ¥n vitro, este principio se obtiene a ypartir de
Witheringia coccoloboides (Dammer) (Antoun et al., 13381). La
faragonina, principio activo extratdo de Fagara zanthoxyloides
(Lam) ha mostrado ser activa contra la leucemia linfocitica P-323
y la leucemia linfocitica L-1210 (Arisaws et al., 19342, el
metaxilaniciresinoel, lariceresionol Y siringaresinol san
principios actives aislados de Wikstroemia elléptica que han sido
efectivos contra la leucamia linfocltica P-322 in vitro (Duh et
at., 192&),y por Altimo la pavterolida, principio active extraldo
de Paramichelia baillonii ha mostrado ser efectivo contra el
carcirnoma de nacofaringe humano dn vitro (Ruangrungsi Vi

Rivepihoon, 1927} y nudmerosos ejemplos mads pueden ser citados
{cuadro 4).

En atos recientes el Instituto de tluimica de la UNAM ha
obtenido diversos extractos de plantas mexicanas. En particular
el Laboratorio dirigido por la Dra. Rodriguez—Hahrn bha ohtenideo
extractos de interés (la nemorona y la desmetil-fruticulina) por
su  semajanza quimica estructural con la taxodiona y taxodona dos
metidas quinonas diterpenos extraldos de Taxodium distichum
(Taxiduaceas). Se ha demostrado que estos compuestos tienen
efectos positivos tontra el carcinosarcoma de Walker $n vivo en
ratas ¢ in vitro contra el carcinoma de nasofaringe en humarno
(KB) (Kupchan et al., 1962 y 1369).

La nemorona y la ¢ruticuliva sorn obtenidas a partir de
plantas del género Salvwia. Este, constituye el género mas
numeroso de la familia Labhiateae con 00 especies distribuidas
enn todo el mundo (Stanley et al. 19737 apud Galicia et al., 13387).

Este glnero ha sido subdividido en cuatro subgénerost Scalera,
S$alvia, Leonia y Calosphace. La mayoria de las especies
americanas pertenecen al subgbnero Calosphace el cual esta
representado en México por alrededor de 300 especies

(Ramamoorthy, 19%3d).

La riemorona ftué extralda por primera vez por fomanova en 1?71
en la URSS, en tanto que la fruticulina se extrajo y caracterizé
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en México en 1736 (Rodrlguez—Hahn et al., 193&4).

La rnemoraona es extralda de las partes aéreas de Salvsa
pubescens clasificada em la seccidn Erytrastachys del subgénero
Calosphace; por su parte la desmetil-fruticulina es obtenida de
Salvia fsfruticulosa que perternece a la seccidn Tomentallae del
mismo sutglnero (Stanley et al, 1973 apud Galicia et ql., 1737).

La desmetil—fruticulinag es una gquinona diterpeno cuva fdrmula
28 CooHoolDa» Este compuesto se derivd 3 partir de la fruticulina
A, la cual muestra la presencia de un grupo isopropil unido a un
anillio de benzoquinona y un grupo metil aromdtico unido a un
Jrupo metoxi y dos protones aromdticos (Fodrliguez-Hahn et al-, en
prensa)s La nemorona cuya fArmula es CazHzele es wuna alfa-
hidroxiguinona unida a un anillo abietano (Galicia et al., 1927)
(cuadre ).

Come va s2 ha mencionado, los principales sistemas para
evaluar el efecto de los posibles anticancerigeros inm vivo son
los kioersayos 2n rata v ratdrn e tn vitro el cultive de células
extraldas de <dnceres humanaes, sin embkargo la infraestructura
requerida y el alto costo de estocs sistemas conduce & «que en
muchos casos loc estudios gqusden en la extraccidn, purificacidn y
caracterizacidn de posibles agenrtes anticancerigenos. Por otra
parte se ha demostrado que la mayorta de los cancertgerios sow
mutagénicos en diversos sistemas de prueha (cuadro &). Por
giemplo mutdgenos quimicos tales como los agentes alguilantes y
los antimetabolitos de Acidos nucleicos, muestran un efecto
mutagénico "estable” (1. e. ne influenciado por alteraciones
internas o0 condiciones ambientales) ernn una gran variedad de
sistemas de prueba. Algunas mutaciores pueden conducir a gue la
cdlula se detenga en una fase del cicle celular y @#sto es
precisanmaente el efecto citostdtico en la guimioterapia del
cd&nicer (evitar la proliferacién celular) (Vagel vy PRohrborn,
1970) . E¢ poer esto que algunos compuestos que sonn considerados
carncerfgencos a través de la induccidn de mutaciones, pueden sar
uwtilizados contra el céncer dependiendo de la concentracidn vy
ruta de administracidn. E&Es decir, los sistemas de wrueba de
mutagénesis pueden ser A&tiles en la deteccidn de posibles
compuestos anticancerligenos, ademds a través de ellos es posible
coviocer el espectro total de alteraciones genédticas (genotdxicas)
que son capaces de inducir estos agentes. Estos sistemas van
desde bacteriac hasta mamiferos (cuadro &).

‘Para un primer acercamiento hacia el conocimiento de 1a
capacidad mutagénica de un comphuesto generalmerte se emplea el
sistema de bacterias, &ste es rdpido y eficiente en detectar
mutaciones genicas (Ames et al., 1773)3 sin embargo no toma en
cuenta la estructura hdsicamente diferente de los eucariontes (es
decir e} arreglo del material genético (ADN) en cromosomas
asociado a histonas dentro de un ndcleo y los ciclos de divisidn
que incluyen procesos mitlAticos y meidticos), ademds del hecho de
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gue algunos compuestos reguieren ser activados por enczimas
microgomales presentes en el higado de mamiferos y otroes brganos
(Vogel 'y Sohels, 13276}, por lo que eéste sistema requiere

activacidn exdgena.

Las levaduras también son capaces de detectar dadoe genéticoe
particularmente mutaciones puntuales, recombivacién mitética vy
areuploidla mitdtica, asi como efectos meidticos con respecto a
la induccidn de mutacidn y segreqgacidn anormal de las cromosomas
(Zimmermarn et al., 198d4). Saccharomyces cerevisiae posee el
sistema de citocromos PIS0 el cual es capaz de activar una gran
cantidad de promutdgenocs sin la necesidad de activaclién exbgena
adicional, sin emhargo al igual que en el caso de las hacterias
3@ recomienda la activacidn cown la fraccidn S-% del hilgado de
mamiferos. Para amhos sistemas'la activacilnr exdgena se gpueds
llevar a cabo por alguno de los siguientes pasos: &) el empleo de
homogeviados celulares oque contienen 1las enzimas microsomales
provenientes fundamentalmente del hlgade de roedores (rata o
criceto) que ejercen su accidn £n vitro sobre los compuestos, h)
la utilizacidn de fluldos corporales, como orina y sangre de
irndividuos {animales de lahoratorio o humanos) expuestos +n vivo
a los agentes quimices, c) el evnsayo vila el hospedero, en el que
los microovrgyanismos se introducen en un ratdn (en el peritoneo o
en la sangred al gue se admiristra la sustarcia en estudio (Maron
y Ames, 1333 v Zimmermann et al., 1%3d).

Las plantas tambiéw harn demostrado ser Atiles ern el estudio
rde la inducclon de mutaciones. Ast, con Trasdescantia paludosa se

pueder detectar mutaciones somdticas vy la induccidn de
microndcleos, la wvia de administracidn en este sistema es
principalmente gaseosa, por lo que es considerado por varios

autores como el mejovr sistema para monitoreo ambiental (Sparrow
et al., 1974 v Ma, 197%). Por su parte Vicia faba tacilita
ampliamente el estudio de dafo citogerndtico tal como la
imduccidn de akerraciones cromosdmicas y el intercambio entre
cromdtidas hermanag, dehido a su rumero cromosédmico reducido vy al
gran tamato de los mismos (ura célula de la ralz apical de Vicia
contiene aproximadamente 44 pyg de DNA el cual esta distribulde en
{2 cromasomas, ura célula de cricete tiene aproximadamerte .3 pyg
de DNA distribuldo ern X2 cromosomas v una c8@lula humana tierne

calrededor de 7.3 Py de DNA distribuldos en d6 cromosomas)
(Khilman, 1%73), sin embarqgo las plantas tienen un metabolismo
hasicamente diferente al de los mamiferos y esto constituye una
gran desventaja de este sistema.

Por atra parte el sistema de mamiferos es esencial en el
estudin del dafo gendtico inducido para la determinacidn del
riesqgo gendtico de la pohlacidn humana expuesta. Estos estudios
gg puedern realizar $n vivo o 1in wvitro; sin emhargo en pruekacs de
mortitoreo v pruehkas toxicoldygicas el ndmero de animales es
reducido (Russel y Matter, 19203 v en algunas pruehas el costo se
eleva dehido & la necesidad de un broterio (Cortinas de Mava et
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at.-y, 1977).

Orosophila wmelanogaster ofrece numerosas vemntajas, las
cuales la hacen el sistema de prueha animal mas rdpido, versadtil
y eficiente (Zimmering, 197%). En primer lugar; es el eucariaonte
mejor canocido gendticamente, corn el cual se pueden realizar
estudios sn vevo e Iwn vitro (Zimmering, 19765 . Posee cuatro
cromosomas, uno de  los cuales es muy pequefio, lo que facilita
enormemente los experimentos.

Utra veutaja es que s mantenimiento ec¢ vrelativamente
econdmico y en espacios reducidos pueden ohternerse poblaciones
grandes . £l «ciclo de vida es corto por lo que se dispone de
varias generaciones ew un bvreve perlodo de tiempo. €1 ciclo de
vida se completa en 10 dlas a 257C, lags etapas y la duracisn de
cada una son las siguientes: buevo (un dia), larva de primer
estadio Cun dfa), larva de segundo estadio (un dla), larva de
tercer estadio {(dos dlas), prepupa (cuatro hovas), y pupa {(cuatro
dlas vy medio) (fig- 1) (Demerec, 1%% y Zimmering, 1976). Ademds
se conoce el tiempo de su gametoglnesis lo que permite evaluar
cada una de las etapas de la espermatoglnesis y tratar estados

“premeidticos, meidticos y postmeibticos y por lo mismo detectar
1a extstencia de wuna sensibilidad diferencial entre los
diferentes tipos de células de 1la linea germinal y saber si el
compuesto actha de forma directa o indirecta, ya que en las
distintas etapas de la ecpermatoglnesis la actividad del retlculo
endoplasmdtico (R-E.) €s sensiklemente diferente, 1o gque se
refleja en una actividad metabdlica desigual. Asl, ern - los
estados de espermatocito secundario y espermdtida temprana, la
actividad del R.E. es particularmente importante, en tanto que se
ha abservado la ausencia de #sta en espermdtida tardla v
espermatozoide. De esta forma, si el compuesto actha en forma
directa y por lo tanto no requiere activacidn metab8lica, ilo
paodemos detectar en espermdtida tardla y espermatozoides y si la
requiere se recokra s efecto en espermdtida temprana v
espermatacito secundario, clasificAndose al compuesto como
indirecto (Chandley y Bateman, 1962 vy Vagel y Sobels, 197&).

La deteccidn de dafo qgendtico inducido por mutdgencs que
actuan de forma indirecta es posible gracias a la presencia de
un paguete enzimAtico en el veticule endoplAsmico muy semejante a
la fraccidn microsdmica 5-% del higado de mamiferos la cual es
capaz de activar y/o desactivar promutdgenos que requieren
activacidn metabdlica (Zimmering, 19753 Vogel y Sobels, 1974
Baars et al., 17303 Hallstrom et al., 1982 y Zijletra, 19684).

La ruta de exposicidn de Orosophila a los agentes gqulmicas
puede realizarse por diversas viast alimentacidn (de larvas o
adultos), inyeccidn (adultos) o inhalacidn (de larvas o adultos).
Aungue o]l métado de exposicidn debe ser elegido de acuevdo a la
naturaleza del compuesto y el objetivo del experimernto, se pueden
sequir ciertas pautas generales. Por ejemplo,  si el compuesto



INTRasuSC 10 11

tierne una vida media corta en solucién, se¢ recomienda se
admivistre por la via de inyeccidn, la alimentacidn se usa cuando
el compuesto ey estakle en solucidn o cuando o3 insoluble en los
solverites comures (orgdnicos e inorgdnicos) vy se wutiliza un
sapanificador que puesde mantener al compueste ern suspensidn, o
bien st es la ruta por la cual el homkre tiene acceso al
compuesto, finalmente la inhalacibn es recomendakle cuando el
material a probar se volatiliza, #sta ruta presenta la ventaja de
que el compuesto llega directamente a las gdnadas (Zimmering,
1973 Vogel y Scobels, 1976 y Valencia et al., 1%24).

La investigaciébn acerca dal uso de DOrosophila melanogaster en
el estudio de la induccidn de mutaciones comenzd en 1927, cuando
MeJe Muller desarrolld e) método ClB para valorar la induccidn
de letales recesivos ligados al sexo y lo utilizd para demostrar
que los rayos X son capaces de inducir este tipe de dafo. A
partir de entornces se hen implementado un gran ndmero de sistemas
de cruza con marcadores gendticos especiales, inversiones,
translocaciones v otros rearveglos cromosdmicos que le confieren
al sistema una gran versatilidad para dotectar urn amplio range de
alteraciones gendticas inducidas (Zimmering, 19753 Environmental
Mutagen Society, 1975 y Valencia et al., 1784). Dentro de #stas
se encuentrar la induccifn de aberraciones cromosdmicas empleando
las glardulas salivales o e¢] ganglio nmeural de la larva (Gatti et
alsy, 197d>3; andlisis de mutaciones puntuales mediante la prueka
de letales recesivns ligados al sexo (SLRL) (Zimmering, 1376 ¥
Lee et al., 1983)3 induccidn de letales dominantes (Zimmering,
1976); translocaciones cromosdmicasy pérdida parcial vy total de
cromogomas sexuales (SCLT) (Zimmering, 197% y Valencia, -et al.,
19843 valoracidn del efecto teratogdnico vy carcinogdnico
(Schuler et al., 19€2)) mutacion y recombinacidn somdtica (SMART)
(Graff et al., 1983 y 1984).

Estas alteraciones gendticas se evaldan analizando el
fenotipo resultante de los cambios gendticos heredahles
inducidos (Kilbey et al., 1981 y Valencia et al., {93d).

En el presente trabajo se valorard el efecto gendtico de la
desmetil~fruticulina ¥y de la nemorona asi como de sus metabolitos
securidarios sobre 1la pérdida parcial o total de cromosomas
se)ivales de Orosophila melanogaster, empleando el sistema dJde
camadas.
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METODOLOGIA.

Descripcién de la prueba.

Los cromosomas de amhos progenitores se marcan con metaciones
reconocibles ferotfpicamente, de tal forma que los cromosomas o
sus partes son identificables en la siguiente generacidn (F.).

Se emplea un cromosoma Y compuesto que presenta los alelos y*
vy B® en los brazos corto y largo respectivamente. Como se puede
ver an el cuadro 7 y de acuerdo al sistema de crwuzas que se
describe a continuacidn se pueden seguir los siguientes eventos
gendticostiplrdida del alelo silvestre de "vellow” (y*); pérdida
del alelo "Barra de Stone" (B®); pérdida de ambos marcadores (y=,
B®); no disyuncién en hembras, mno disyuncitn en machos e

intercambios X:Y.
Sistema de Cruzas.

Se empled el sistema de cruzac de hembras y2we/y=w® y machaoas
y/BeYy*.

Las hembras de la linea y2we/v3w*® presentan dos marcadores
feriottpicos ern sus cromasomas X: el aleloc "yellow 2" (y2, I1:0.0)
el cual es recesivo y produce cuerpo amarillo con cerdas y pelos
negros vy el alelo "white apricot” (we, [:1.5). que tamhién es
recesivo y produce el fenotipo de ojos color durazno.

Los machos de la linea'y/B*Yy*, presentan en el cromosoma X
el marcador "yellow" (y, I1:0.0) que es recesivo y produce el
fenotipo de cuerpo amarillo con pelos y cerdas cafés. El
cramesoma Y presenta insertados dos fragmentos del cromosoma X
localizados uno en el brazo corto y otro en el brazo largo. En el
brazo largo se encuentra el alelo "Barra de Stone” que’ es
dominante chteniéndose un fenotipo de ojos reducidos a una barra.
El brazo corto tiene insertado el alelo silvestre de "yellow"
y*), este impide la expresidn del alelo recesivo "yellow" portado
en el cromosoma X, por lo tanto el macho ferniotipicamerite presenta
ocjos da& color reojo reducidos a una barra y cuerpo silvestre
(Lindsley y Grell, 19&&).

Quimico-.

La desmetil-fruticulina y la nemcrona, fueron proporcionados
por el Instituto de Rulmica de la UNAM.

Via de administracién.

La desmetil-fruticulina se administrd por la ruta de
alimentacidn e inyeccidn, en tanto gque la nemorona se administréd
solo por alimentaci®n. En ambos casos se utilizarorn machos de no
mAs de d38 horas de edad. La inyeccidn se llevd a cabo en la
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regidn  latero~ventral ew el tercer segmento abdominal de 1la
MOSCAs Se utilizaron microjeringas gue se elaboraron estirando
ura wpipeta pasteur por su parte mds  fina, con ayuda de un
mecheray para suministrar la solucidn se empled un bulbo de goma
que se colocd en el extremo superior de la jeringa. Para el caso
de la alimentacidbn 1los machos fueron colocados en viales con
papel filtro embebido en la suspensidn donde permanecieron
durante 2 horas (25 machas por vial). Despuds del
tratamierto los maches se frawsfirieron a medis de cultive rnuevo
con hembras de no mads de 72 horas de edad gnm una proparcidn Jii
(tres hembras povr cada macho tratado).

Praocedimiento experimental.

£n  la comcentracibm mAc alta alcanzada por la disolucidn de
ambos compuestos va sea con dimetilsulfdédxido (DMSO) & con Tween
30 (Index Merck, 1%33) no se mostrd tonicidad alguna en los
machos tratados, por lo que no s& pudo obktener ningdn valor de
d4sis letal (LD>.

La solucidn invectable de desmetil-fruticulina se preparé
utilizando como vehticulo DMST al S%. Se probaron las siguientes
comcentraciones 10, S0 vy 100ppm, el testigo en este caso fué
pMsa al S%. La disolucidn del compuesto para la alimentacidn
tanto para desmetil-fruticulina como para nemorona se ileve a
cabo suspendiendo el compuesto en Tween &0 vy sacarosa al 5%, v
permaneciendo en agitacidn durante 1 hora con el fin de obtener
una mezcla homogénea. Se provavon las siguientes concentraciones
de desmetil-fruticulina y nwemorona 1000, 2500 vy S0Q0ppm, el
testigo fud sacarcsa al 5% (Q.iml) en Tween 80 (O.3ml).

Se  trataron 100 machos por concentracidn y 100 para el
teatigo.

Sistema de camadas

Con el fin de evaluar el dafo gen#tico inducido en los
distintos estadios gyerminales se utilizd el sistema de camadas,
dste cansiste en evaluar los estadios de la espermatoglnesis?
espermatozoide, espermdtida y espermatocite. La camada A, . abarca
del dla O al dia 2 y es en la que se evalda espermatozoide, la B
que va del dla 3 al % evalua espermdtida y la camada C que va del
dla & al 7 espermataocito. Esto se hace empleandos una cruza masiva
en la gque se sigue una proporcildn J3i (tres hembras por un macho)
e incluye la transferencia repetida de los machos a un medio de
cultivo nuevo con hembras virgenes.

Se colocaron 25 machos tratados por frasco a los que se les
cruzd corn 795 hembkvras haciendo un  total de d frascos por cada
concentracidn y el testigo. Despuds de dos dlas se transfieren
los wmachos a medio de cultivo nueveo y se cruzan con  otras 75
hembras virgenes v finalmente se hace otra transferencia a los 3
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dias.
Medioc de cultivo.

El medio de cultivo empleado consiste de 12 q de agar
(Merck), 20 g de dextrosa (Merck), 28 g de azdcar, S0 g9 de harina
de matz, 12 g de levadura de cerveza disuelta en 160 ml de agua,

y como agentes para evitar la contamirnacidn por hongos y
bacterias se usaran 4 ml de nipagin al 10% en alcohol etllico
(Merck) y 4 ml de Acido propidnico (Merck>.

Procedimiento estadistico.

La evaluacidn estadistica de leos resultados se realizt por
medio de las tablas de Kastenkaum-Bowman (1%70). SGe utilizd un
nivel de significancia del 5%, con el fin de ectahlecer s1 1los
compuestos inducen algdn efecto clastoalmico y/0 no disyuncional
4% si las diferencias encontradas respecto al testigo son debidas
al azar.
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RESULTADOS.

Para la evaluacidn del efecto de la nemoramna v la desmetil
fruticulina s analizé el fenotipo de cada individuo Fa
_proveniente de la cruza de machos tratados y/E®Yy* por hembras

yﬂw. /y'lw- . .

Esta determinacidn se realizé para los cuatro experimentus, vy
su repeticidn, los resultados de ambos se sumaron pues no
existian diferencias significativas entre ellos (P 0.0%).

En la takla I s2 muestran los resultados obtenidos al
invectar machos cor distintas concentraciones de desmetil-
fruticulina, en las camadas A, B y C por separado. Para la camada
A, que comprende desde el primer dla del ftratamierto hasta el
dia dos, se observa quae la frecuencia de hembras XXY para el
testigo es de 0.0d%, habiendo un ligero incremento en las
concentraciones de 10 ppm (0.07%) y S50 ppm (0.11%) siendo ew
amkos casos no significativo- La frecuencia de machos aneuploides
en el testigo (O.1%%) es mayor gue en cualquiera de las
concentraciones utilizadas, en 10 ppm fue de O.11%, en SO ppm de
Q.03% y en 100 ppm de 0.0d%. No se presentarcrn plrdidas parciales
ni en 8l testige ni en ninguna de las concentraciones.

En la camada E no se presentan hembkras XXY en el testigo ni
en 50 ppm, halldndose urna frecuencia de 0.07% en 10 ppm y 0.04%
en 100 ppm, no siendo este aumento significativo. Respecto a los
machos areuploides la frecuencia que se okserva para el testigo
es de 0.03%, encontrdndose un ligero aumento en la concentracién
de SO ppm (0.15%) vy en 100 ppm (0.07%), en ningurno de los dos
casos édste es significativo. En esta camada no se encuentran
pérdidas parciales.

En la camada C el testigo presenta una frecuencia de O.08%
para las hemkras XXY, daAndose esta misma frecuencia en la
concentracidn de 1O ppm, en tanto que la de TS0 ppm presenta una
frecuencia de 0.0d%, no hay diferencias significativas en amkos
casos. Respecto a los machos aneuploides las frecuericias son las
siguienteg! el testign presenta una frecuencia de 0.10%, la
cancentracidn de S0  ppm una de C.0%% vy 100 ppm una de 0.05% no
hall&ndose diferencias significativas en 1las cancentraciunes
respecto al testigo.

En l1a tabla II se& muestran los resultados obtenides al
alimentar machos progenitores con distintas concentraciones de
desmetil-fruticulina, en las camadas A, B y C por separado. Para
la camada A, con respecto a las hemhras XXY el testigo presenta
una frecuencia de Q.0d%, en tanto gue en las concentraciones se
preserta wa frecuencia muy similar siendo®  0.05% en 1000 ppm,
Q.04 ern 2300 ppm Yy en 3000 FEm, rno hay diferencias
significativas respecto ‘al testigo. En el c¢aso de los machos
aneuploides, é&stos ro se presentan en el testigo, en 1000 ppm su
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frecuencia es de 0.02% y en 2500 eos de 0.08%, no habiendo
diferencias significativas respecto al testigo. En el caso de las
pdrdidas parciales 8stas no se presentan en el testigo, y su
frecuencia es 0.0d¥ en 2500 ppm para la pérdida del marcador B®;
no sierndo significativa esta diferencia.

En la camada EF, no se presentan hembras XXY, ni en el testigo
ni en ninguna de las concentraciones. Respecto a los machos
aneuploides, #stos no se presentan en el testigo, en tanto que en
2500 ppm su frecuencia es de O.11% vy en 5000 ppm es de 0.04%,
amhas son no significativas respecto al testigqo . No se
encontraraon pérdidas parciales en esta camada-

Ern la camada C, se observa que el testigo no presenta hembras
XXY, en tanto que la frecuencia de éstas en S000 ppm es de 0.0%%,
no existiendo una diferencia significativa respecto al testigo.
Respecte a 1los machos aneuploides el testigo presenta una
frecuencia de 0.04% vy hay un ligero ircremento en 10060 vy 2500
ppm, siendo sus frecuencias Q.08% vy 0.0%% respectivamente, la
cancentracidn de 5000 ppm presenta una frecuencia igual a la del
testigoy en ninguno de les tres casos hubo una diferencia
significativa. En el caso de las pédrdidas parciales #stas no se
presentan en el testigo y en 5000 ppm hay una frecuencia de 0.0d4%
para la pérdida del marcador E®.

En la tabla III se muestran los resultados obtenidos al
alimentar machos progenitores con desmetil-fruticulina al 1% (10
000 ppm), en las camadas A, By C por separado- En la camada A,
se observa que el testigo presenta una frecuencia de hemoras XXY
de 0.06%, esta misma frecuencia la tiene en el caso de los machos
aneuploides, en la concentracidn de 1% no se observaron hembras
XXY ni machos aneuploides. No se presentan ningurno de los eventos
de pérdidas parciales, ni en el testigo, ni en la concentracidn
probada-. '

En la camada B, la frecuencia de hembras XXY en el testigo es
de 0.05% y la de machos aneuploides de 0.09%, en la concentraci8n
probada no se encontraron ninguno de estos eventos. En esta
camada tampoco se presentaron pérdidas parciales.

Respecto a 1a camada C, el testigo presenta una frecuencia de
hembras XXY de 0.06X%, en tanto que no se registraron el resto de
los eventos, ya sea en el testigno o en desmetil-fruticulina al
1%.

En la tabla 1V se muestran los resultados obteriidos al
alimentar machos progenitores con distintas concentraciones de
nemorona, en las camadas A, B y C, por separado. Para la camada
A, el testigo no presenta hembras XXY, on tanto que en la
concentracidn de 1000 ppm, su frecuencia es de 0.03% y en 000
rpm es de 0.07%, en ambos casos Jas diferencias no son
significativas respecto al testigo, respecto a los machos
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aneuploides el testiqgo presenta una frecuencia de 0.07%, la misma
que esta presente en las concentraciones de 1000 vy 2500 ppm, no
hay diferencias significativas. En las pérdidas parciales, para
1a pérdida del marcador B®™ en ¢l testigo no se observs su
presenc:a, en tanto gque en 1000 ppm, la frecuercia es de 0.03%, y
en  S000 ppm ee de 0.07% en ambos casos no existen diferencias
significativas.

Para la camada E, el testigo no presenta hemhras XXY, en
tanto que la frecuencia de las mismas en 2500 ppm es de QO«ld% vy
en S00C ppm, es de 0.04% ern amboz casos no existen diferencias
gignificativas respecto al testigo. En lo gue se reriere a la
preserncia de machos areuploides, el testigo muestra urea
frecuencia de ©.04%, misma que se presenta en T000 ppm. en tanto
que en 1000 ppm hay un ligero intremento siendo la frecuewncia de
0.08%, en ningdn caso hay diferencias significativas. Con
respacto a las pévrdidas parciales #stas no se presentan en el
testigo, ni en ninguna de las concentracioness a excepcidn de S000
pgm, en la que la frecuencia de machos w® y machaos y2weE®™ es’ de
0.0d%, no habiendo diferencias significativas respecto al
testigo.

Ern la camada C, so0lo la concentracidn de J00C ppm presenta
hembras XXY, can uria frecuencia de 0.0d%, nro hay diferencias
significativas respecto al testigo. En el! caso de los machos
arieuplecides el testigo presenta urna frecuencia de 0.06%, misma
que presenta la concentracidn de ZTOO ppm, en tanto que en la de
5000 ppa, su frecuencia es de 0.05%, existiendo um ligero aumento
en 1000 ppm, donde la frecuencia de estas hemhras es de O.14%, rno
habiendo diferencias signiticativas respecto al testigo. Con
respecto a las perdidas parciales solo se presentan machos en
1000 v 000  ppm, siendo las frecuencias de 0.0d y O.10%
respectivamente, ] existiendo diferencias significativas
respecto al testigo.

En la tabla V se muestran 1los resultados obtenidos al
inyectar machos con las distintas concentraciones de desmetil-—
fruticulina, en las camadas A, B, C v la suma de #stas vpor
concentracidn vy el testigo. En el testiqo se ohserva que la
frecuencia de hembkras XXY, es de 0.03%, en tanto que hay un
ligere tvcremento de &sta en 10 v 50 ppm, siendo las frecuencias
de 0.06 y 0.10% respectivamente, y una ligera disminucidn en 100

ppm  donde la frecuencia de este tivo de hemhras es de Q.01 en
ningunoe de estos casos hay diferencias significativas respecto al
testiqo. Por lo que se refiere a los machos aneuploirdes, el

testigo tiene una frecuencia de O.09%, misma que se presenta en
la concentracidy de SO  ppm, hahiewdo ur ligero descenso de la
migma en 1O vy 100 ppm, donde las frecuencias son de 0.03 y 0.0%%,
respectivamente, rno existiendo difarencias significativas
regpecto al testigo. En 10 gque se refiere a las pbrdidas
parciales, dstas no se presentan en ninguna concentracidn, ni en
el testigos
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En la takla V¥l se muestran los resultados obteriidos al
alimentar machos progenitores con distintas concentraciones de
desmetil-fruticulina, en las camadas A, B, C v la suma de d4stas
por concentracidn y el testigo. La frecuewncia de hemhras XXY en
el testigo es de 0.01%, esta misma frecuencia se presenta en las
concentraciones de 1000 y 2300 ppm, en tanto que en SO00 ppm, se
nota un ligero incremento a 0.0d4%, en ningurna de las tres
concentraciones existe una diferencia significativa respecto al

testigo. Con respecto a los machos aneuploides, el testigo
muestra una frecuencia de 0.01%; - en 5000 ppm, se nota un ligero
incremento siendo la frecuencia de 0.03%, en 1000 ppm tambidn hay
urn  ligevo incremento (0.03%), vy finalmente en 2500 ppm se
presenta un incremento mds notorio daAndose wuna frecuencia de
0.10%3 sin embargo no se encuentran diferencias significativas en
ninguna de tas concentraciones. Con respecto a las pédrdidas
parciales, éstas no se presentan en el grupo testigo, en tanto
que en 2500 y S000 ppm la frecuencia de machos w® es de Q.01%, no
existiendo diferencias significativas respecto ai testigo-

En la tatla VII se muestran 1los resultados obtenidos al
alimentar machos progenitores con desmetil-fruticulina al 1%, en
las camadas A, By C, y la cuma de Bstas por concentracidn y el
testigo. En el testigo se observa una frecuencia de ©.05% para
las hembras XXY y para los machos X0, en la concentracidn de 1%
rno se registran ningune de los dos eventos.

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos al
alimertar machos progenitores cor distintas concentraciones de
neMmorona, enn las camadas A, B v (, vy la suma de &stas por
concentracidn y el testigo. E1 testign no presenta hembras XXY,
en tanto que en 1000 ppm, se registra una frecuencia de 0.03%, y
en 2500 y S000 ppm se presenta urna frecuencia de Q.04%, no
tabiendo diferencias significativas respecto al testigo. Er lo
que 3e refiere a los machos XO, el testigo presenta una
frecuencia de 0.05%, wnot&ndose un ligero aumento en 1000 pEm,
siendo la frecuencia: de 0.09%, en tanto que hay wuna ligera
disminucidn en 2500 y SO0G0 ppm, siendo las frecuencias de Q.d¥% vy
0.03%, respectivamente; no hay diferencias significativas.

Ern  resumer, se puede decir que tante para la dosmetil-
fruticulina como para la nemorona, con las distintas
corcentraciones y rutas de administracidn utilizadas (en las
camadas A, B y C) de los experimerntos realizadgs en el presente
estudio las fluctuaciones de las frecuencias observadas son
debidas al azar.
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DISCUSION Y CONCLUSJIONES.

Dentro de los sistemas de rprueba de mutaglnesisODrosophila
posee riumerosas ventajas (Zimmering, 1979, 1976 y Zimmering et
al., 19865+ Una de las pruebas mas faciles y rdpidas dentro de
este sistema es la de pérdida parcial y total de cromosomas y no
disyuricidn. La pérdida parcial de cromosomas se puede deber a
lesiones cromatlidicas y cromosémicas lo que trae como
consecuencia delecciones y translocaciones gque pueden ser
ocasionadas por algin agente gqulmico, si esto sucede podemos
clasificar al agente como clastogénico, es decir inductor de
rompimientos ci-omosdmicos. For otra parte la pérdida total de-
cramosomas puede deberse a la no disyuncidn y a la formacidn de
cramosomas corn centrémero inactivado (Valencia et al., 1%34). A
su vez la no disyunciln puede surgir pori a) urn  error en la
conjurcidn o0 apareamiento de los cromosomas, la cual conduce a
una falla en la separacidn de los cromozomas en anaftase I, b) la
falla de las cromdtidas hermanas en separarse en anafase II, & ¢)
ia separacidn precoz de los centrémeros en la anafase I
(Zimmering et al., 1985). En Orosophila la frecuencia espontdnea
de no disyuncidr es de 0.0%%, tanto en cromoiomas sexuales como
er; los autosdmicos. En 1los machos la no disyuncidn trae camo
corsecuencia gametos con ur complemento XY y yametos O; es decir
nulos de % o Y (Valencia et al., 193d).

La c¢ruza wutilizada en este estudio permite recobrar los
eventos de pérdida parcial y total de cromosomas, as! como la no
disyuncidn de los mismos, mediarte la inspeccidn directa del
farotipo de la F, d4e los maches progenitores tratados. Esto se
otrserva claramente a partir del andlisis del esquema de la cruza
{cuadro 79 es decir, si se induce la no disyuncidn en machos, la
progenis 4ue se ohtiens es! machos X0, cuyo fenotipo 2s y3w= y
hembras XXY, cuyo fenotipo es E%.

La tDwo es un parametro importante en la evaluacidn
genotdxnica de un  compuesto, dade que proporciona un punto de
referencia preciso y cuantiticable de la letalidad inducida por
¢l compuesto y por lo tanto sugiere el nivel y magnitud de la
potencia téxica de la sustancia (Casarett y Doull, {97&), as?
como tambifn es &til en la toma de decisiones con respecto a las
concentraciones a utilizar. Existen compuestos los cuales no son
letales durante ¢l pertodo de tratamiento, sino que el efecto
letal se presenta tiempo despuds o bien, el compuesto puede ser
no téxico, pero si mutagénico. En el presente estudio no se
obtuvo la LD dado que eon las concentraciores mds altas
alcanzadas en las disoluciones no se okservd toxicidad alguna.

En la primera parte del estudio la desmetil—fruticulina se
disolvid en DMSO al S%, aungue em los 70's se observd que este
solvente podta intervenir con la induccidn enzimAtica o actividad
rnecesaria para la conversioén de urn premutdgeno (Valencia ot al.,
1934, Zimmering et al., 1986) y se ha comprobado que el DMSC es
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mutagénico en ¢l 3sistema bacteriano de Ames, este solvente es
ampliamente utilizado en Orosophila, puesto que estudios
recientes han mostrado  que el DMSO per se no es mutagénico en
aste sistema, aunque Si puede interactuar con compuestos
quimicamente semejantes a #1 (Brodberg et al., 1987). Se decidid
utilizar este solvente, puesto que la desmetil-fruticulina es
insoluble en agua, vy es diferente estructuralmete al DMSO. En
estas condiciones, se corrid un control concurrente que consistid
de DMSO al 3%. En ta tabla IV se observa que dicho control
presenta frecuencias que caen dentro del testigo histdrico del
laboratorio el cual es de 0.10%. En esta misma tabla se cohbserva
que en ninguna de las concentraciones (10, SO y 100 ppm), ni en
cada una de las camadas hay diferencias significativas respecto
al testigo. Con base en estos resultados, se decidi® wutilizar
atra ruta de administracidn para la desmetil-fruticulina, va que
con otro vehiculo se podrlan obtener concentraciones mas altas y
teriiendo como antecedente que la ruta de administracién puede
influir en 1la okhtencidn de los resultados, (Kortselius, 197%,
Zimmering, et al., 1236). El vehliculo utlizade en esta occasidn
fue el Tweern 30, un saponificador capaz de mantener en
suspensidn una mezcla homogériea del compuesto. Las
concentraciones utilizadas fueron: 1000, 2500 v SO000 ppm-. En la
tabla Il se puede chservar que no se encontiraron diferencias
significativas * al comparar dentro de cada camada al control
(Tweern 30 al 5%) con cada una de las concentraciones utilizadas.
Finalmente se llevd a cako un 4ltimo experimente con desmetil-
fruticulina, en 21 cual se probd la concentracién de 1% (10, Q00
ppm) con el fin de wverificar los resul tados gbtenidos
anteriormente. Como se puede ohservar en la tabhla Ill, para esta
concentracidn no se registraron ninguno de los eventos esperados.

Con respecto a la nemorona, é&sta no se probd via inyeccidn,
dado que este compuesto es insoluble en agua y es muy poco
salukble en DMSO. Par lo anterior se atilizé la ruta de
exposicidn de alimentacidn, Vv er este caso el vehlculo también
fue Tween 30 al 5%. En la tabla IV se puede observar que para
las concentraciones utilizadas (1000, 2500 vy 5000 gppm) no hay
diferencias significativas de é&stas respecto al testigo (Tween 20
al §%) en ninguna de las camadas.

En un intento por recobrar el probahle dafio inducido, se
construyeron las tablas V, VI, VII y VIII, en las cuales se sumd
el efecto inducido en las tres camadas por concentracidn y para
el testigo, comparando &nicamente las concentraciones con el
testigo sin tomar en cuenta en que camada se habla inducido el
dafo. Aunque con esto se pierde informacién, se puede obtener una
visidn general de la accidn del compuesto en la induccidn de
eventos gendticos registrables por esta prueba. A través del
andlisis de estas tablas se puede concluir que tampoco se
encuentran diferencias significativas respecto al testigo en cada
una de las concentraciownes probadas tanto para la desmetil-
fruticulina, como para ia nemorona en cualesquiera de las tres
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camadas.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado se puedes decir que
tanto la desmetil-fruticulina como la nemorona no inducen pérdida
parcial vy total de cromosomas, asf como la no disyuncidn de
cromosomas en las concentraciones wutilizadas en este estudio.
€sto no implica que ambos compuestos no  sean capaces de inducir

estcs tipos de alteraciories genédticas, puesto gque una vezr que se
ha probado un compuesto en un sistema de prueba y no se han
encontrado resultados concluyentes se deken ensayar todas 1las
posidilidades existentes dentro del sistema, asf como utilizar
otros sistemas gen#ticcs en la valoracidnm de alteraciones
genéticas inducidas. Dentro de esto Altimo cabe mencionar que
las bajas frecuencias que presentd el testigqo en el presente
estudio, pese a que el tvaszalo de muestra fue en promedioc el de
rutina utilizado en el Labtoratorio para este sistema de cruza, no
se pudieron obtener resultados significativos, por lo que en un
futuro se podria utilizar wuna cepa deficiente ern sistemas de
reparacidn, la cual es mAs sensible en 1la deteccidn de dafo
gendtico inducido, ast como tamkidén es deseable realizar pruebas
colazerales sobre los mismos puntos gendticos terminales en otros
sistemas de prueba.

Por 4ltimo hay gque puntualizar que dentro de 1a quimioterapia
los sistemas de mutagbnesis constituyen un soporte amhivalente,
pueste gqgue si hien un sistema de prueba de este tipo nos pusde
ayudar a encontrar compuestos que induzcan mutaciones y por lo
tantc que sean suceptibles en ser utilizados en la cura del
cAricer ypor . métodos quimicos, también sefialan un purnto de
advertencia al reflejar claramente la capacidad mutagdnica de un
compuestae, 4que prokablemente puede alterar no solo a las cédlulas
malignas que e tratan de combatir, sino que tambidn a las
c#lulas normales, induciendo posteriores transtornos. Por esto,
se aehe ser muy cauteloso en la utilizacidn de mutlgernos en la
quimicterapia, Vi poner especial. énfasis en la ruta de
admintstracidn y la especiticidad que se puede alcanzar con el
compuesto.



Fig. 1. Ciclo de vida de QRrosophila melanocgaster {tomado de Baker, W. K.
Genetic Analysis, Houghton Mifflin Company, Boston, 1965).
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Cuadro I. Tasas de mortalidad por 100 000 hombres ajustadas por edad,
debido a tumores malignos, por localizacién en na}ses seleccionados,

Tasas ajustadas por edad.

2 40 6 . 80 140
Argentin ; s m

Estados | B3 .
Unidos

Canadf
Chile

Costa Ric

Cuba

Puarto
Rico

2rinidad
v Tobaqo

Venegzuel

Colombia

wixico

Tr8aquea, bronquio Leucemias vy otros del I ' Inteatino,excepto
vy pulmdn tejido linfStico. - recto

Estémaqo Préstata @ Todas las demfu

localizaciones

Faente:0PS/OMS ''las condiciones de Sulud en las Américas 1977-1980"
Publicacién Cient{fica N2. 427, 1982 (tomado de Vega, 1985),
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Cuadro 2 Tasas de mortalidad, ajustadas por edad, debido a
tumores malignos del estdmago y del pulmén por 100 000
habitantes, segdn sexo, en palses seleccionados, alrededor de
1979,

HOMBRE S MUJERES

PALS ESTOMAGO PULMONS _ ESTOMAGO PULMON®
Argantina 18.3 3.3 10.3 . 3.3
Canadd  11.8 28.2 6.9 6.7
Colombia 13.2 5.6 10.4 3.0
Costa Rica 23.1 6.3 14.6 2.6
Cuba 8.6 20.6 d«6 7.1
Chile 31.7 11.3 18.3 3.4
Estadas Unidos 7.9 30.7 5.2 9.1
México 4.3 S.8 4.6 2.6
Puerto Rico 16.0 8.0 8.4 3.7
Trinidad Tobage 9.0 7.1 6.7 - 2a1
Venszuela 11.9 8.8 7.9 3.6

#1 incluye trlquea y brongquios

Fuentet OPS/0MS “"Las condiciones de salud en las Ambricas 1977-80",

publicacidn cientlfica ntimero 427, 1982 (Tomado de Vega, 1995)



Cuadro 3  SISTEMAS TUMORALES. Criterios de clasificacidn de una
respuesta activa, de los sistemas mads comunes en la evaluacién
del efecto antitumoral de 1los diversos compuestaos. TWI:
inhibkicidn del peso del tumor; ILS: incremento de la esperanza de
vidaj EDso? nwivel de dosis en Mg/ml al cual hay ura inhibicidn
del crecimiento del S0% de las c#lulas tratadas vs. el testigo #w
vitro- (Tomado de Carter y Livingston, 1374)

Clave Tipo de céncer y hospedero Respuests activa
B1 Bié& Melanocarcinoma; ratén ILS 240%

cA Adenocarcinoma 755; ratén THI 258%

HE Hela carcinoma humanoj cultive celular EDmoe £1-0

KB Carcinoma epidermoide humano de EDso £1.0

nasofaringe; cultivo celular

LE Leucemia linfoide L=-1210; ratdn [LS 225%
LL Carcinoma de pulmOn. de Lewisj ratén C TWI 2s53%
PS Leucemia linfocttica P33&; ratén ILS 225%
SA Sarcoma 1303 ratén TWI 253%

WA Carcinosarcoma de Walker 2565 rata TWI 2s38%
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CUADRO 4. AOQOENTES ANTICANCERIGENOS.
sido encontrados sn extractos de plantas y su respuesta
sistemas mds comunes de evaluacidn del
samiteros. (Las claves utilizadas estdn definidas en el Cuadro 3)
(Tomado de Carter y Livingston, 1376)
COMPUESTO ESMCIES (planta de arigen) FARILIA
Eletastis Elephantepes elatus Bertals Ateractie
Eliptacing Ochresia seperi (F« Myell) o Maells Apscynaceie
Eandin Cassiz adtase Clos ) fadacear
Erietlerin Eriephylles fanatun (Pursh} Fords Asteracear
fupatering Eupatsrive rotuntiteliog L. Asteracear
Geiparvarin Geiitra sakicitelia Schett. Retatrae
Besivel Gassypive hirseien Lo Malvaceae
Nelasalin Helenies astwamale L. Asteractit
Helscaatona Helancanthoa emsryi Gray Sisarsubacene
Iaqaillaedin Soillardia pelchelia Fonge Asterarrae
Jatstonm Jacaranda cancam Pittier Jighanraceae
Jateatia Jatrapha gesappitolin Lo Eupherdidtane
Literim Crinen sacrantherw Engl. boacyliscenr
Hising Maytenny buchasamii (Lves.) R0 Nilczel Celastracear
Bezerivd Daphne sezeree Lo Thyaelaceae
Nerifelin Thevetis avata {Cave) A N, Apscynacede
Ohasrgin Tastherrhize simplicissina Marsh. Rassncniacenr
fauting Saileya panciradiata Harv. § Sray exe Gray fsteracrae
Acobissida A Arakanthera ablsagifolia (Mackst.) Cold  Apatvaaceae
Mieerina Meries sltanier L. Rpacynacear
Mealing Arsebia mobilis Rechtil Beragisacrar
Alaannticin Allasaadra cathaetiaa L. Apatymatean
tasptecing Anpteres aaciesyanms Fo thail. Sazifraqacaae
Baileis Raileys sulticadiata Marv. & Gray o8 Torr Asteraceae
fetulin Alaws firnifolia Fern. Betelactor
Jersernn Bursera sicraphylla Gray furstratnar
Catotreping Asclapian covassavicn L. Asclepiadacenr
Cerberina Thevatia peruvions {Prrs.) K. Sthua Apacynacese
Cesalin Casalpinia gillienii (Neaks) . Dietr.  Fabacesr
Crinasing - Crines satrantheran Dngl. Asaryllidateat
Cisarin Mpotyaus cannadines L. Apotynicede
Dastin Mbresia asbrosinides (Lave) Fayne Asteraceat
lrsacoleing Colehices specinrum Stev. Liliacese
Sigitexina bigitalis purperaa L+ Screphelariacear
Bulcitel faytenuy senegalensis (las.) Exall. Celastracene
Retenens hreis trifeliate Lowr : Fabacese
Seaeciening Senecie triangularis Hank. Asterscae
Selaslusbing Ricotiana pluabaginitelia Viv. Selanaceae
Semalin Adenisa sbeyen (Farska) Rowa. § Schult.  Apstymacear
Toradian: Taxedia €istichen (L) b Rich. Tarsdizceae
Taxsdena Taxedive distichen {L.) B Rich. Tazadiaenar
Uvas} Vasqueiinia coryshesa Carrea ox Hembe & BeaResacear
Yermedaling Yernoria amygéaling Belile Asteracnae
Yerneleping Yernonia hysensiepis A. Rich. Asteraceae
Witatering-A Desalia avberescony (L) Sleuser Selanacese
lalazamin=$ Asteractar

"



Cuadro S. Estructura quimica de la nemorona y la desmetil-
fruticulina (tomado de Rodriguez-Hahn, 1986).

R=AcC

Nemorona C22H2804

R=Me

Desmetil-fruticulina CZDHZOO4



Cuadro 6 SISTEMAS DE PRUEBA DE USO FRECUENTE. Tipos de dafio gendtico detectado por
los sistemas de monitereo de wmutdgenos ambientales. 1! letales dominantes;
2% translocaciones; 31 deleciones y duplicacionesg 4% no disyuncidng St
mutaciones 'y retromutaciones}y 6t locus especifico y 7t induccidn de
recombinacién (Tomado de Env. Mut. Boc. 1975).

SISTEMA DE PRUEBA TIPOS DE DAROS DETECTADOS
Aberraciones Cromosdmicas Mutaciones Génicas
CATEGORIA . ORGANISMO 1 2 3 q S 6 7
Bacterias ballonclla typhimursium +
Escherichia cold +
Hongos Neurospora crassa + * + +
Aspergil lus nidulans : + + + +
Levaduras + + + + +
Plantas Vicsa Faba . + + +
Tradescantia paludosa + + + +
Insectos Orosophila melanogaster + + + + + + +
Habrobracon juglandis + + + + +
Bombyx mors + + +
Cultivo de Células Criceto ) + + + +
de Mamiferos Linfoma de ratén + + + +
Mamiteros Ratén + + v e +
Rata + e + +

Haombre + T *

sz
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Cuadro 7. Progenie normal y excepcional de la cruza de hembras de
Y2w=/y2w* y machos y/B®"Yy* (Madificado de Bernal,1986).

CRUZA PROGENITORA

P YA/ y e
(¥24*) Hembras con cuerpo amarillo,
pelos y cerdas negres, 0jas durazno.

y/B®Yy*
(B%) Machos con sjos en barra

Individuos de la primera generacisn filial (PF.):

EVENTO GENETICO
Normal
Normal
PERDIDA DEL ALELO
PERDIDA DEL ALELO

y.

PERDIDA DEL X & ¥
4 AMBOS MARCADORES DEL Y

NO DISYUNCION EN MACHOS
NO DISYUNCION EN MACHOS
NO DISYUNCION EN HEMBRAS
NQO DISYUNCIUN EN HEMBRAS

NO DISYUNCION EN HEMBRAS

GENOTIPO SEXO0 FENOTIPO

yane/ly heabra {y®) Cuerpo amarillo,
pelos y cerdas negros

y3wa/BAYy+ macho (w=B®) gjos en
barra color durazno.

y3ue/Yy* macho (w=) Ojos color durazno.

y2wue/B®Y macho {y®waE®*) Cuerpo amarillo,
pelos y cerdas negros, ojos
en barra ctolor durazne

Yy we/0 macho estdril (y®w®) Cuerpo amarillo,

yEue/yY aacho can pelas y cerdas negros,
ojos color durazno.

yawe/y/Beyy~ heabra (B®) Ojos en barra.

y2we/Q macho estéril (y3we) Cuerpo amarillo,
con pelos y cerdas negras,
ojos color durazne.

Q/y macho estéril (¥ Cuerpo amarilla, con
pelos y cerdas cafés.

y32we/y3w2/B%Yy* hembra (w2E®) Djos en harra
color durazno.

yIne/yZus/y hembra (¥2) Cuerpo amarillo con

pelos y cerdas negros.



Cuadro @ Mutagenicidad de diversos anticancerigenos agrupados en At agentes

alquilantes; B8 antimetabolitosy C! antibibdticos y Dt compuestos
de sxtrato de plantas, en los diferentes sistemas de prusbat Nat
an dcido nucldico $n viéro o tn vivog vt en virus ¢n vitro o via
hospederoy Bt en bacteriasy H! gn hongosy P: en plantas; 1

" aplicacidn en cllulas tumorales in vivo 0 in in vitroy cs en

células normales $n vitro y vt aplicacidn in vivoy +t resultados
positivosy Of negativosy spt! efecto sobre el uso mitdticoy I8
inconcluyente (tomado de Vogel y R8hrborn, 1970 apud Cimino et al.
1986). .

NOMBRE COMUN HAMIFEROS HOMBRE
NAV B H P t ¢ v t ¢ v
Melfalan -
Clorambucil + :
Ciclofosfamida . * + + 40 +0%
Busulfan “8p + .+
Tiotepa 7z + +
Azatioprina . +0 +0sp ep 1 Bp + o
Aminopterina . + + :
Metotroxatoe + 0 +0
Bleomicina 1
Actinomicina (C,D) - ’ +8p +I +
Daumicina - +0mp +
Mitomicina C + + +0 =+ +1 1 + @

Vincristina ' .



TABLA 1 NA&mero y porcentaje de individuos normales y excepcionales obtenidos
en P2 al inyectar esachos progenitores de DOrosophila melanogaster con
distintas concentraciones de desmetil-fruticulina. Camadas A, B, C. El

testigo fue DMSO al 5 %.

CONCENTRACION CAMADA PROGENIE NORMAL PERDIDA TOTAL PERDIDA PARCIAL
Heabras Machos Total Hesmbras Machos Machos
(ppal XX Xy XXy X0 Bpe hd
)  (u=h™) (B®) (¥*u™ (u®) (y2m=Rh")
%X X
Testigo A 1403 1211 2614 1 0-04 4 0.15
T 10 1458 1245 2703 2 0.07 3 0.11
S0 1533 1269 2824 3 0.11 1 0.03
100 1438 1136 2574 1 0:04
TOTALES 3854 4861 10715 6 0:.-03 9 0.08
Testigo B 13501 1359 2860 1 0.03
10 1492 1324 2816 2 0.07 )
S0 1424 1297 272% 4 0.15
100 1435 1226 2661 1 O. 2 0.07
TOTALES - 568352 5206 11058 3 0.03 7 0.06
Testigo C 1117 975 2092 1 0.05 2 0.10
10 1184 1009 2193 1 0.05
S50 1154 1065 2219 1 0.04 2 0.09
100 : 1068 899 1987 1 0.05
TOTALES 4543 3948 8491 3 0.03 5 0.06

T



TABLA 11 Néamero y porcentaje de individuos normales y oxcap:ioniles obtenidos en F,

al

concentraciones

Twaen 80 al S X.

CONCENTRACION . CAMADA PROGENIE NORMAL

(ppm]l

Testigo
1000
2500
5000
TOTALES

Testigo
1000
2300
S000
TOTALES

Testigo
1000
2500
5000
TOTALES

Hembras Machos Total

XX
)

1461
1306
1395
1384
5546

1439
1494
1435
1333
S721

1446
1477
1328
1174
5425

Xy
(n=B*)

883
679
943
1031
3538

11956
1113
1077
1077
4425

1050
998
819
998

3865

2344

2340
2415
9084

2897
2607
2532
2410
10146

2496
2475
2147
2172
9290

PERDIDA TOTAL
Hembras Machos

XXy

alimentar machas proganitores de Orosophila melanogaster con distintas
de desmetilfruticilina.

Camadas A, B, C. E1 testigo fue

X0
(¥20®)
%

0.02
0.08

N &

[ 3

0.07

e

® 8
SO~
&8

OOO0.0 [~ R~ =]

C =N~
Y X-2-1
fao®E

PERDIDA PARCIAL
Machos
B. Yo'
(u®) (y2web"™)
x

1 0.04

1 0.01

=



TABLA 111 Némero y porcentaje de individuos norsales y excepcionales obtenidos
en F, al alimentar machos progenitores de Orosophila melanogaster con
deswetil-fruticulina al 1X. Camadas A, B, C. E] testigo fus Tween 80

a} 5x.
CONCENTRACION CAMADA PROGENIE NORMAL PERDIDA TOTAL PERDIDA PARCIAL
[ Hembras Machos Total Hembras Machos Machos
(%] xx XY XXy Xo =yt
2 (w°B%) B  (¥2u) (n®) (y292p®)
X x
Testigo A 898 669 1567 1 0.06 1 0.06
1 889 663 1552
TOTALES 1787 1332 3119 1 0.03 1 0.03
Testigo B 1354 826 2180 1 0.05 2 0.09
1 1205 650 18935
TOTALES 2559 1476 4035 1 0.02 2 0.05
Testigo o 1015 644 1659 1 0.06
1 800 506 1306

TOTALES 1815 1150 2965 1 6.03



TABLA 1V Némero y parcentaje de individuos normales y excepcionales obtenidos
on F, al alimentar machos progenitores de Orosophila selanogaster con
distintas concentraciones de nemorona. Camada A, B, C. El testigo fue
Tween 60 al 3%. -

CONCENTRACION CAMADA PROCENIE NORMAL * PERDIDA TOTAL PERDIDA PARCIAL
. Hembras Machos Total Hambras Machos Machos
Cppm) ) XX Xy Xy Xo pe -
(¥2) (web®) (B®) (y?w=) (w*) (y*w=B?)
] X x X
Testigo n 1704 1301 3005 2 0.07
1000 1734 1171 2905 1. 0.03 2 0.07 1 0.03
2500 ) 1709 1143 2652 2 0.07 .
S000 1760 1134 2894 2 0.07 2 0.07
TOTALES 6907 4749 llbpﬁ 3 0.03 6 0.05 3 0.03
Testigo B 1449 976 2425 1 0.04
1000 1404 940 2344 2 0.08
2500 1300 792 2092 3 0.14
3000 1535 1080 2613 1 0.04 1 0.04 1 0.0 1 0.04
TOTALES 5¢88 3768 9476 4 0.04 4 0.04 1 0.01 1 0.01
Testigo < 1126 668 1794 1 0.06
1000 : 136 835 2201 1 0.04 3 0.14 1 0.04
2500 1056 6352 1708 1 0.06 :
5000 1192 809 2001 1 0.05 2 0.10

TOTALES 4740 2964 7704 1 0.01 & 0.08 3 0.04



TABLA V Namero y porcentaje de individuos normsales y excepcionales obtenidos en
Fi al inyectar machos progenitores de Drosophila melanogaster con
distintas concentraciones de desmetil-fruticulina. Suma de las camadas A,
B, C- E]1 testigo fue DMSO al 5X.

CONCENTRACION CAMADA PROGENIE NORMAL PERDIDA TOTAL PERDIDA PARCIAL
Hembras Machos Total Hembras Machos Machos
{ppal XX Xy AXY (1) B® y*
(y®) (w=B™) (%) (yZw*) (w®) (YW=
% x
Testigo A 1403 1211 2614 1 0-04 4 0.15
Testigo B 1501 1359 26860 1 0.03
Testigo C 1117 975 2092 1 0.05 2 0.10
TOTALES 4021 3545 7366 20.037 0.09
10 A 1450 1245 2703 2 0.07 3 0.11
10 B 1492 1324 2816 2 0.07 o
10 Cc 11684 1009 2193 1 0.05
TOTALES 5562 35786 7712 5 0.06 3 0.00
50 A 1555 1269 26824 30-.111 0.03
50 B 1424 1297 2721 4 0.19
S50 c 1154 1065 2219 1 0-04 2 0.09
TOTALES 4133 3631 7764 8 0.10 3 0.04
100 A 1438 1136 2974 1 0.04
100 B 1435 1226 2661 1 0-04 2 0.07
100 c 10686 899 1967 1 0.05
TOTALES 3961 3261 7222 1 0.01 4 0,05



TABLA VI Nlaero y porcentaje de individuos
. en F, al alimentar sachos progenitorss

norsales y excepcionales obtenidos

de Orosophila melanogaster con

distintas concentraciones de desmetil-fruticulina. Suma de las camadas
A, B, C. E] testigo fue Tween 80 al 5X.

CONCENTRACION CAMADA PROGENIE NORMAL

Cppm)

Testigo
Testigo
Testigo
TOTALES

1000
1000
1000

TOTALES

4

TOTALES

44

TOTALES

Qe >

aw>

Hembras Machos Total

XX
o

1d61
1439
1446
4346

1306
1494
1477
4277

1395
1455
1320
4178

1364
1333
1174
3891

Xy
(w=B"™)

683
1158
1050
3091

679
1113
999
2790

945
1077
819
2641

1031
1077

998
3106

2344
2597
2496
7437

1985
2607
2475
1067

2340
2532
2147
7019

2415
2410
2172
6997

PERDIDA TOTAL
Hambras Machas

Xxy X0
B2y (y*m®)
% x
1 0.04
' 1 0.04
10.01 10.01
1 0.0% 4 0.02
2 0.08
1 0.01 6 0.08
1 0.0 2 0.08
3 0.11
2 0.09
10.01 70.10
1 0.04

0.04
20.09 1 0.03
30.00 20.03

PERDIDA PARCIAL
Machos

[ g y*
(n®) (YZw"B%)
x

1 0.04

1 0.01



TABLA VII Nancfo y porcentaje de individuni normales y excepcionales obtenidos
en P, al alimentar machos progenitores de Orosophila melanogaster con
distintas concentraciones de nemorona. Suma de las camadas A, B, C. [l

testigo fue Tween 80 al 5x.

CONCENTRACION CAMADA PROGENIE NORMAL

Lppm]

Testigo
Testigo
Testigo
TOTALES

TOTALES

2500
2500
2500
TOTALES

5000
5000
5000
TOTALES

o> aw>

awmd>

aw>»

Hembras Machos Total

X% Xy
&) (u=b
1704 1301
1449 976
1126 668
4279 29495
1734 117
1404 940
1366 a35
4508 2946
1709 1143
1300 792
1056 652
4065 2587
1760 1134
1535 1080
1192 809
4487 3023

2425
1794
722¢
2344
7450
28%2
1708
6632
2615

7510

PERDIDA TOTAL
Hembras Machos

XXy

X0

(%) (y*w%)

-

N =
o ©
ag &

3 0-14
3 0.0‘

2 0.07
1 0.04

3 0.04

N NURNN A=)
o0 © o9

[ 3

LV

S8ES

s .

[ G?OO&

S 858

28

Q?O

L)

S88

PERDIDA PARCIAL
Machos

y’

(M) (y2w=B%)
x L

) =
Q-? [~
a8 &

AN =N
seco
SSES

1 0.0d4

1 0.01



TABLA Vlll Nédmero vy porcentaje de individuos normales y excepcionales obtenidos
en F: al alimentar machos progenitores de Orosophila melanogaster con
desmetil-fruticulina al 1%, Buma de las camadas A, B, C. E]1 testigo
fue Tween 80 al 5X.

CONCENTRACION CAMADA

PROGENIE NORMAL

PERDIDA TOTAL

PERDIDA PARCIAL

Hembras Machaos Total Hembras Machos Machos
X XX XY XXy X0 p® y*
@™ (w=B%) (B* (y2w=) (n=) (y*n=B%)
X
testigo A 898 669 1567 1 0.06 | 0.06
testigo B 1354 . 826 2180 1 0.05 2 0.09
testigo c 1015 644 1659 1 0.08
TOTALES 3267 2139 5406 3 0.05 3 0.05
1 A 089 663 1552
1 B 1205 630 1855
1 o} 800 506 1306
TOTALES 2894 1819 4713
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