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RESUMEN 

Los estudios para determinar el impacto del ambiente en ios 

seres vivos se han incrementado de manera relevante en loa últimos 

años. Un avance importante ha sido caractoriz.ar f"uontes potenciales 
de daño, ya sea como producto de la actividad humana (f"6bricas o 
industrias, entre otras). como de origen natural (actividad ígnea, 
depósitos minerales, aguas subterrftneas, productos tóxicos 
elaborados por animales y por plantas). Las consecuencias do esta 

exposición han sido estudiadas principalmente las células 
germinales de diversos organismos, sin embargo con el tiempo se ha 
acumulado inf"ormación del impacto del ambiente sobre las células 
somáticas, haciendo evidente la importancia de la detección y ol 
estudio de este tipo de procesos sobre todo para el hombre. 

La prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) se ha 
utilizado para valora.r la inducción de mutaciones puntuales, 
delaciones, pérdida de cromosomas y recombinación en las células 
somáticas de la mosca. Además, el diseño genético de esta prueba 
posibilita cuantificar la contribución de la recombinación somática 

la producción de alteraciones genéticas. 
Se han aportado evidencias experimentales de la sensibilidad 

de la prueba ante diferente tipo de compuestos, ein embargo, existe 
controversia en relación con la capacidad del sistema para detectar 
el efecto de aneuploidógenos. por lo que, finalmente, el trabajo se 

enfocó al análisis de la respuesta ante la exposición a este grupo 
de compuestos. 

El objetivo de este trabajo fue comparar el potencial 
aneuploidógeno de compuestos citostáticos con diferente mecanismo 
de acción en células de las alas de Drosophila melanogaster. 

Los compuestos seleccionados fueron: vinb1astina, colchicina 
y vincristina, comunmente conocidos como alcaloides de ~ e 
hidrato de cloral, compuesto que interfiere con el ensamblaje de 

subunidades de tubulina y/o actina. Larvas de tercer estadio f"ueron 

tratadas por alimentación con los compuestos a diferentes 
concentraciones. 
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Para 1oa cuatro compuestos seleccionados analizó la 
f:recuenci.a de inducción de manchas ch.leas, grandes, gemela• y 
totales. Se comparó la f:recuencia de manchas inducidas por 1011 
compuestos entre moscas libres de .lnversiones y moscas que 
presentan múltiples inversiones, l.o cual. permite descartar la 
part.lc.lpaci6n de la recombinación mit6tica. Además se anal.i.zó el. 
.lncremento en la frecuencia de manchas, en rol.ación con el número 
do cicl.os de divla.lón que genera las manchas registradas después de 
los tratamientos con cada uno de los compuestos. En el ca.so de 
vi.nblastina y colchicina, se encontraron variac.lonea ev.ldentea 
entre las moscas silvestres y las portadoras do múltiples 
.lnversionos, por lo 

respuesta genotóx.lca 
que para analizar mayor detall.e 
dependiente del genotipo de la mosca 

1a 

propuso obtener una curvo del t.lempo d0 exposición-efecto en larvas 
f1r'/mwh y TM3,Ser/mwh tratadas con vinblastina y colch.lcina a una 
concentración de [O. 125] mM, ya que en ésto l.as frecuencJ.as de 
manchas obtenidas en ambos ti.pos de moscas fue similar. 

De manera colateral se observó que J.os tratamientos 
interrumpidos con vinblastina y colchicina produjeron, además de J.a 
respuesta genotóxi.ca diferencial, gran cantidad de malformac.lones 
en cabeza, ojos, 
s.lgnificati.vo. 

proboscis, t.órax y abdómen en número 

Otro aapect.o .interesante l.a mayor proporción de moscas 
portadoras de invers.lón que recobraron todos 1os 
tratamientos, lo cual se relaciona con la inducc.16n de fenocop.las 
debido al comportamiento de los compuetos. Para descartar la 
part.lc.lpac.ión de fenocopias como la causa del incremento en el 

número de moscas portadoras de .inversiones, se diseño un s.istema de 
cruza alternat.lvo que perm.1t.1era .identificar med.lante e1 co1or del 
cuerpo a los organismos portadores de .inversiones múlt.lpJ.ea. Los 

resultados del anál.ls.ls morf:ológico para el color del cuerpo 

.indicaron que efect.lvamente se tiene .inducción de fenocop.las, 1o 
cual se h.izo ev.ldente obteniendo moscas s.ilvestres para e1 color 

del cuerpo y muescas en l.oa bordes de las alas (atributo que 
corresponderia so1amente a moscas con cuerpo color ébano y a1as 
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11errata). 

A partJ.r de 1os resultados obtenidos se puede concluir que: 

1. Drosoph1la molnnogaster si capaz de detectar 
aneuploi.dógenos y que iastas sustanc1as son adem.tr.s fuertes 

terat69enoa para la mosca. 
2. En Droaophila la vlnblaat1na mostró act1v1dad mutag6n1ca no 

dependJ.ente do recomb1naci6n mitótica, la colchic1na y 1a 
v1ncr111tina parecen tener una déb11 activ1dad mutagén1ca 1a 
cual además podría 1mpl1car la participación de recombinación 
y el h1drato de cloral mostró act1vidad recombJ.nogénica 
dependJ.ente de actividad clastogén1ca. 

3. En Drosoph11a, un efecto asociado con la expos.1.ción de 
aneuploJ.dógenos es la formación de una muesca en las alas. 

4. La diam.1.nucJ.ón en la progenie - flrl/mwh + a t1empo• de 
exposJ.cJ.ón prolongados podría explicarse por la J.nduccJ.ón de 

efectos teratogénlcos. 
5. El uso del. marcador ebony permite dlscr.lmlnar entre la 

progeni.e portadora de .inversiones múltiplos y las fenocoplaa 
inducJ.das. 

6. Los resultados obtenidos indican que en Drosoph.1.la 
melanogaater la presencia de inversiones múl.tlples no parece 
conf"erJ.r ventaja ante la genotoxicJ.dad de los compuestos 

probados. 



%NTRODUCCIÓN 

Los estudios para determinar el impacto del ambiente en loa 
seros vivos se han incrementado de manera relevante en los últimos 
años. Un avance importante ha sido caracterizar fuentes potenciales 
de daño, ya sea como producto de la actividad humana (f6bricas e 
industrias. entre otras), como de origen natural (actividad ígnea, 
depósitos minerales, aguas subterritilneas. productos tóxicos 

elaborados por animales y por plantas). Las consecuencias de la 
exposición a diversos factores han sido estudiadas principalmente 
en "las células germinales de diversos organismos, sin embargo con 

el tiempo se ha acumulado información del impacto del ambiente en 
las células somáticas, haciendo ev.idente la importancia de la 
detección y el estudio de esto tipo de procesos sobre todo para el 

hombre, ya que muchos de ellos se relac.ionan con cáncer o la 
inducción de malformaciones. Entre los factores implicados en la 
producción de alteraciones congénitas, se incluye también a los 
contaminantes ambientales con capacidad mutagónica y teratogénica, 
además de otros cuya acción se manifiesta en infertilidad, aborto 
y muerte fetal. entre o~ros. 

Un mutilgeno es una sustancia que produce cambios gen8ticos 
heredables que se manifiestan en la descendencia de los organismos 
expuestos, mientras que un teratógeno actúa preferentemente durante 
l.a organogénesis, en las células de los tejidos en desarroll.o, 

provocando alteraciones que expresan como malformaciones 
congénitas las cuales, aunque son heredables, alteran el. 

desarrollo de los organismos, llegando incluso a ser letales (WHO, 

1984). 
Un producto quimico puede interactuar y alterar el. AON 

dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas, asi como de la 
intensidad. forma y durac.ión de la exposición. la dote genética de 
los organismos, sexo, edad, hábitos, sal.ud, preñéz, exposición a 

múltiples factores y asociac.ión con otras enfermedades, entre otros 
factores (Ames, et~ 1973, Clayson 1980 y Graf et .a!_, 1984). 
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Droaophi1a como sistema de prueba 

E1 emp1eo do 1os d.iversos b1oensayos se or1enta hac.ia 1a 
determinación do1 r.iesgo potonc1a1 que 1mpl1ca la expoe1c16n a 
a1guna suetanc:.la en particu1ar,. y hacia J.a predJ.cción de 1a 
asoc1ac16n entre gonotoxicidad,. toratogen1cidad y carc.1nogenJ.c1dad, 
.involucrando el estudio de 1os posibles mocan1smos do acc.ión (De 
serres,. 1979; Vogol y Nato.rajan, 1979a y b; Todd et al, 1983; 
WUrglor et al .. 1983 y Brusick .. 1988). 

Para determinar el impacto genotóxico de diversos !actores 
han establecido metodologías experimental.es o s.istemas do prueba 
1os que controlan los parámetros los que ocurre 1a 
exposición, para de(inir la naturaleza del factor causal y 
establecer en quó situaciones la exposición a éstos conlleva r.iesgo 
para los organismos. Algunas características que se han señalado 
para un s.istema de prueba .ideal son: costo moderado,. corta durac.16n 
del. ensayo, detección de un rango amplio de eventos genét.icos,. 
reproducibllidad el efecto detectado,. potenc.ial de 
b.iotransformación mediada por el metabolismo,. producción de 
progen1c numerosa que proporcione muestras representativas,. entre 

otras (De serres,. 1979; Kilbey ~ ~ .. 1981 y Va1encia et ~ .. 
1984). 

La mosca de la fruta Drosophila melanogastcr,. es un eucarionte 

con sólo cuatro pares de comosomas y un cic1o de vida corto (10 
dias a 25º C) en el que produce progenie numerosa (Fig. 1). Se 

requiere poco espacio para mantenerla y los efectos J.nduc:J.dos 
pueden determinarse tanto en sus células germinales como en las 
somát.icas (Vogel y Sobe1s, 1976 y Schuler et ~ .. 1982). Los 

compuestos pueden ser admin.istrados por: alimentación, inyección e 
inhalación a larvas y adultos,. y ducha vaginal a adultos. Además, 

os un s.istema de prueba .!.!! vivo, lo cual representa otra ventaja 
adicional, ya que Drosophila capaz de transformar 
metabólica.mente a los compuestos de manera similar a la activación 

mediada por 1a fracción 59 del hígado de mamiferos, lo que 
posJ.b.ilita estudiar promutágenos sin necesidad de previa actJ.vación 
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Figura 1 Ciclo de Ylda de Oro6ophlltl m.lanogaster a 25 % 1 Cº 
(Tomado de Maldonado, 1994.). 



a1 motabo1J.to reactivo (Baars, 1980; Hallstrom et a1., 1982; Clark 

1982 y Zljlstra y Vogel, 1988). 

Entre las metodologios experimentales dieponi.bles en 

Drosophl la, la prueba de no-dJ.syuncJ.ón y pérdJ.da de cromosomas 
sexuales (Sex chromosome 1oss Test, SCLT), se ha utilizado durante 

.los últimos 20 ai\os para cuantificar en células germinales el 

e~ecto do posibles genotóxicos. Media.oto ol análisis fenotípico de 
la progonie de organismos portadores de marcadores fenotípicos se 

dJ.stingue entro 1a inducción de no-disyunción y la pérdida parcial 
de cromosomas sexuoles; además, el conocimiento de lo gometogénesis 

de Drosophlla permite discriminar e1 e!ecto de genotóxicos en 
cé1ulas germinal.es con di feronte grado de diferenciación, por 

ejemplo, entre célulos pre- y posmelót.icas. Sin embargo, los 

resultados acumulados través de los años han sugerido que 

Drosophl la es poco sensible a la acción de los aneuploidógenos 

debido a dos fa.et.oros principalmente. El primero, que las 
hembras de Drosophlla presentan tipo de segregación de 

cromosomas que depende del apareomiento y la recombinoción de los 
homólogos durante la melosis, que se denomina quiasmática. cuando 

las hembras se sustituyen los cromosomas normales por otros 

portadores de numerosas inversiones incrementa de manera 

J.mport.ante la no-disyunción cromosómica resultado de la 

ausencia de eventos do recombinación exitosos. El segundo argumento 

se asocia con las altas concenLraciones uLilizadas, por lo que se 

11egó a considerar que este organismo no resultaba scnsib1e ya que 

se utilizaron concentraciones sumamente altas para obtener 

resultados (Zimmering, 1987). 

En 1986, Foureman propuso otro 

aneuploidía en Drosophila mediante el uso 

1-0.8) que codifica paro el color de los 

ensayo para estudiar 

del marcador prune (pn: 

ojos. E.!l es autónomo en 

los discos lmagales de los ojos y en las moscas recién emergidas 

produce ojos con una coloraci.ón cafe-rojizo-translúcido. Los ojos 

de los machos tienen aproximadamente 25% más de dropterina 

(pJ.gmento rojo) que los ojos de los mochos silvestres• en estas 
moscas, las concentraciones de xanthopterina y sepiapterJ.na 
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(p~gmento café) se ~ncrementan arriba del 110' dol de las moscas 
a~1veatres. El control de la síntesis de drosopterina está 
re1acionada con la actividad de la enzima GTP ciclohidrolasa 
(Lindsley y Zimm. 1992). Esta pruoba permite detectar ganancias de 
cromosomas que resultan do la no-disyunción de los cromosomas 
sexuales on la primera o segunda división on machos; puede detectar 
intercambio de cromosomas X-Y y tiene un valor potencial ya que 
permite predecir la relativa sensibilidad de las dos divisiones 
meióticas a alteraciones en el número de cromosomas. 

Otra metodologia es la prueba de mutación y recombinación 
somllticas (Somatic Mutation and Recombination Test. s,_..ART) (Graf ~ 

al• 1983). En esta prueba utilizan cólulc.s de los discos 
imagc.les de las alas que estan determinadas genéticamente pero 
a1canzan la diferenciación hasta la metamorfosis. Mediante el uso 
de marcadores recesivos para los pelos o t.ricomas que se forman a 
partir de cada célula de las alas. puede observarse en el adulto la 
aparición de manchas con fenotipos mutantes en un contexto de tipo 
silvestre. Las manchas pueden ser simple& (chicas o grandes) 
gemelas. Las manchas simples se producen por mutación puntual• 
deleci6n. recombinación y no disyunción. mientras que 1as geme1as 
so producen unicamente por recombinación entre el marcador prox.lma1 
y el centrómero. el cual funciona como un tercer marcador (F.lg. 2). 
El tamaño de la mancha es un est..lmador del tiempo que transcurrió 

entre la inducción de la alteración y la Ultimo división celular. 
De esta manera. las manchas chicas (de 1 a 2 células) se originan 
al final del desarrollo mientras que las manchas grandes (de más de 
3 células) tienen un origen mas temprano en el desarrollo. 

El uso de cromosomas portadores de múltiples inversiones 

permite balancear arreglos genéticos y evita la actividad 
recombinogénica entre los homólogos. En esta metodología. 1a 

comparación de la frecuencia de manchas obtenidas entre moscas con 
arreglos silvestres y aquellas portadoras de cromosomas con 

inversiones múltiples permite dist.inguir la contribución de la 
recombinación en la frecuencia de manchas obtenida (Graf ~ al, 
1984). También en esta prueba Drosophila ha mostrado ser sensible 
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a compuestos de naturaleza química divorsa. sin embargo, no ha e.ido 
el.ara au aons.1bi1.1dad para detectar ol efecto de compuestos que 
al.taran 1a maquinaria del huso mitótico. 

M.lcrotúbul.os y maquinar.la cel.ul.ar. 
Los m.lcrotúbulos (MTs) est6.n involucra.dos en una gran vari.edc.d 

de funciones colu1ares básicas y esenciales tales como segregación 
cromosómico. organización intracelular, transporte axonal, 
motilidad y determinación de lo formo celular. entre otras. Todas 
estas funciones dependen de la capoc:idad de l.a tubuli.na 
componente mayoritario de los MTs. formada por las subuni.dades a y 

- para polimerizar y despolimerizar (Avila, 1990). 
La tubulina cuenta con dos sitios de unión c.l GTP. solo uno de 

el.los. el sitio E ubicado sobre la subunidod • permite un libre 
i.ntercombio con el nucleótldo en solución. En el sitio E. el GTP es 
hidrolizado durante el ensamblaje. 

En los MTs pueden distinguir dos dominios: 1) las 

asociaciones longitudinales que llevan la formación de 

protofilomentos, 1os 
alinenadas de cuerdo a 

que los moléculas de tubullna están 
propio eje de longi.tud y 2) en el 

cilindro estos protofilamcntos estan asociados lateralmente dentro 
de 1as subnidodes de lo tubulino que estan débilmente nncladc.s. 

Existen proteinas que se unen a los MTs (Protein Associated 

Microtubules, MAPs). Cuando los MAPs estan presentes en los MTs. se 
encuentrc.n organizados sobre la superficie de éstos formando uno 

especie de látigos. Las moléculas de tubulina se encuentran 
arregladas con lo misma polaridad cuando uno de 1os extremos tiene 

solo subunidades a y/o subni.dades (Avila. 1990). 
En 1968 y 1972 Weisenberg et ~. determinaron las 

características esenciales para las condiciones de polimerización: 

se requiere GTP a concentraciones menores de 0.1 mM. e1 
cua1 puede ser hidro1izado a GDP (que os acumulado) o 
reemplazado por análogos no hidrolizables. 

b. El GDP permanece firmemente unido en el. polímero y todo 

el P 1 es eliminado. 

11 



c. El GDP por si mismo es 
po1J.mer1:z:ac16n. 

fuerte lnhlbldor de la 

d. Los MTs son sensibles al calcio. 

1\ elevadas concentraciones, la tubulina pura puedo ensamblarse 

MTa, este efecto es revertido por la prosenc.ia do .iones de 

calcio; además, las MAPs pueden reemplazadas por otros 
cofactores semejantes a policatlones. En este proceso la densJ.dad 
de carga es J.mportanto, si ésta es alta, una aogundc capa de 

tubullna puede ser depositada alrededor de los ~Ta para formar los 
llamados MTs dúplex. 

El proceso de d1eoc1ac16n de los HTs puede ser medido, en 
condiciones donde el emsamblaje es completamente inhibido. Tales 

condiciones pueden ser obtenidas en diferentes formas, ej. por la 
rápJ.da congolaclón a 4° C; por el rápido e irreversible consumo de 
GTP; usando enz1.mas; por la r6pida asoc1.ación de tubulina no 
pol.imerizada inhibidor s iml lar 1a colchic:ina, l.a 
podofil.otoxina, por iones de calcio; o simplemente por una dil.uc:ión 
por debajo de la concentración crítica do tubulina (Avila, 1990). 

El. huso mit6tico cont..lene l.a maquinaria. responsable de l.a 
segregación del.as cromátidos herma.nas (Fig. 3). Está compuesto 
de un complejo y dinámico arreglo de microtúbulos (MTs), que están 
nucl.eados a portir de los polos del. huso (Masudo H, 1995). El 
correcto ensambl.aje y la función del huso m1t6tico durante la 
d1v1si6n cel.ul.ar son esenciales para asegurar que el. genoma 
dupl.1.cado sea segregado a l.as célul.as hijas (Fig. 4)~ en este 

proceso, la fosforil.ación de residuos está ampl.1.amente 1.mpl..icada, 
así como var.ias proteínas cinasas y fosfotasas que regulan de .igual 

forma estos procesos. En particul.ar, mutaciones en el polo c.inasa 
específico para ser.ina-treonina en OrosophJ.la y la cinasa Cdc5p en 

saccharomyces cerevisae, relacionadas estructuralmente, producen 
dlv.isiones anormal.es tanto mltót.icas como meiótlcas (Gol.steyn et 

al., 1995). 
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Fi9. 3 ~rr•9lo d• lo• tticrotúbuloa en el hu•o mit6tico 
(Mclnto•h ~ ~· 19B~J. 

Se ha reportado que en Drosophila. melanogaster, l.a gamma
tubul.ina es requeri.da para la estructura y l.a función de l.os 
centros organizadores de los microtúbul.os (MTOCs). Esto se 
determinó mediante el estudio de un al.el.o mutante del. gen de 1a 
gamma-tubulina localizado en la región 23C del. brazo izquierdo (2L) 
del. cromosoma 2. Esta mutación, denominada gamma-tub23CPI, es 
causada por la inserción de un elemento P en la cadena 1ider no 
traducida del transcrito de gamma-tubulina (Sunkel ~ ~' 1995). 

En Drosophila, mutaciones en la proteína KLP61F, del. tipo de 
las cinesinas, producen al.teraciones mitóticas que son letales para 
l.os organismos. KLP61F se expresa la proli.feración de l.os 
tejidos durante el desarrollo embrionario y larvario, teniendo un 
papel primario en la división celular. En ausencia de su función, 
l.os pol.os del huso no se separan, por l.o que se forman husos 
mit6ticos monopolares (Heck et~, 1993). 
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Fi9. 4 Participación d• lo• micro~úbulo• • lo largo del 
ciclo celular (Xc~ntoah ~ ~· 198~). 
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A1 eatudJ.ar neuroblastos de Drosophila, Gonz6loz et ~. 
(1991), determJ.naron que se requJ.ere la presencJ.a de un huso 
~uncJ.onal para que ee 11eve al cabo la separación de 1aa cromátJ.daa 
hermanas en preaencJ.a de drogas dospolJ.morJ.zantes de los MTa tales 

como colchJ.cJ.na o un análogo reversible como el 2-methoxi-5-(2,3,4-
trJ.methoxJ.fenJ.l)-2,4,6-cicloheptatrlen-l-ona (MTC), la J.ncubacJ.6n 

de neurob1aatos en colchlclna provoca el bloqueo J.rreveraJ.ble de 
1as células en motafase, pero aunque la exposición de neuroblastos 
a MTC también causó arresto en la metafase, después de la reversión 
muchas de las células entraron anafase y completaron la 
•eparacJ.6n de cromatldas hermanas. Los mismos autores analJ.zaron el 
efecto de reglones extra de hetorocromatina y sugirJ.eron que ésta 
tiene una ~unción importante durante el apareamiento y la 
subsecuente separación de los cromosomas ya que durante la anafase 
temprana, los cromosomas que portaban heterocromatina extra 
separaron primero la región centromérica y después las regJ.ones con 
heterocromatJ.na extra. 

Muchas otras moléculas como los análogos de la colchicJ.na, los 
al.calo.idos de Y!.!!.~ .. !!.' las podof J.lotoxinas y el nocodazole entre 
otras funcJ.onan como J.nhibidores que se unen específicamente a 1a 
tubulina impidiendo la correcta formación de MTs (Margolie y 

WJ.1son, 1977; Saltarelli y Pant;.aloni, 1963), mJ.entras que otros 
como el taxol estabJ.ll:an con alta afJ.nidad e1 ensamb1aje de los 

microtúbulos (Schiff et al. 1979). 
Se han modificado químicamente 

deterrnJ.nar loe amJ.noácidos centrales 

drogas GTP a la tubulina para. 

residuos de tu bu l. !..na para 
impl lcadoe en 1a unJ.ón de 

analJ.zar la capacidad de 
po1J.merJ.zaci6n, pero en pocos casos se ha establecido de manera 
exacta é1 o los aminoácidos involucrados en estas uniones .. Loe 

resJ.duos de cisteína 239 y 354 podrían estar J.nvolucradas en el 
ensamblaje de tubulina y en la interación de tubulina con 

colchicJ.na; mientras que los residuos de cisteínas 12 y 201 6 211 
podrían estar implicados en la unión de vJ.nblastJ.na y maytasi..ne a 
la mo1écul..a. de tubu1 ina, pero no en la unión de col..chJ.cina.. La 
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meti1aci6n do residuos de 11.sina de 1a t.ubu1J.na indican que e1 
residuo 394 do 1a subunidad a, os importante ya que su modificación 
inhibe complot.amente la polimerización de la tubul.ina. Esto residuo 
de 11s1na es especialmente reactivo, posiblemente por la estrecha 
proximidad de la hJ.stidina 393, lo que podr.ia incidir en la 
formación de un agrupamiento de residuos básicos en 1a a hélice 
(Av.11a, 1990). 

La colchlclna fue el primer compuesto con el que se inlc.16 el 
estudio de la interacción de drogas con la tubulina. se le obtiene 
o partir de Colchicum autummale y Gloriosa superba (Avila, 1990). 

La colchi.cina se une con alta afinidad (Kd - 5 µM) a un sitio en la 
tubulina e impide que ésta sea incorporada en los poli.meros en 
~ormaci.ón. Se ha sugerido que este sitio loca1iza en la 
eubunidad a~º o en las subun1.dades a y de tubullna. La prote61isia 
de tubulina con tripsina, ha mostrado que el sitio de alta afinidad 
a colchicina localiza entre los amlnoO.cidos 339-390 de la 

subun.idad a (Serrano, 1985; Serrano ~ al, 1984: A.vi.la, ~ ,il., 

1987). 

Mediante inhibición por colchicina del entrecruzamiento entre 

1a cisteina 239 y 354 de la -tubullna, Little y Ludueña (1985) han 
sugerido que el sit.lo de unión de la colchiclna podría estar 
localizado en la -tubulina. 51.n embargo, Deinum y LJ.ncoln (1986) 
usando resonancia paramagnética han propuesto que el sit.io de un.16n 

de 1a colchicJ.na no est.a cercano a los sitios de unión del GTP, Mg2• 
y zn2 ·, ni a 1as cisteínas react.ivas de la a y -tubulina y que e1 

cambio conformacional de la tubulina i.nduc.ido por la colchicina es 
10 que impide el entrecruzam.iento de los residuos de c.isteína. 

Uppuluri ~ ~ ( 1993) usaron la digestión con tripsina y 

quimiotr.ips.ina y la hidrólis.is de tubu1.1na para localizar los 
sitios que .intervienen en la unión con la colchic.ina. Mediante 1a 
di.gestión triptica localizaron una banda de 4 kDa que contiene dos 

péptidos, uno con los residuos 1-36 y el otro con los residuos 213-

242 para la quim.iotripsina y un pépt.ido con los res.iduos 1-46 y 

214-241 para la tripsina. Para identif.icar cuál de 1os péptidos 
cont.iene el marcaje se digirió la -tubulina con trips.ina, lo que 
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reportó 1a aparición do un péptido N-torminal do 16 kDa y otro c
terminal de 35 kDa. Estos resultados mostraron que a1 menos dos 
sitios en la -tubulina están especificamonte involucrados en la 
unión con colchicina y que la extensión do esta molécula abarca 
ambos sitios en el monómero de la tubulina. 

Al estudiar la estructura quimica de la colchicina, Banerjee 
et al (1981) observaron que la unión de esta molécula a 1a tubulJ.na 
consiste en un proceso lento. no-reversible y dependiente de 1a 
temperatura. contrario al proceso de unión de algunos de 
an41ogos como la colchiceina. Basándose en datos do disociación 
propusieron que el anillo B do la colchiclna presenta tres 
aubdominlos que favorecen la interacción colchic1na-tubu11na. 

Por efectos el ciclo celular. la co1ch1cina 
consJ.derada un compuesto citostático que junto con otros a1calo1des 
dJ.méricos obtenidos de Catharantus vinblaatina y 
vlncristina (también llamados alcaloides de Vinca), son utilizados 
en la quimioterapia del cáncer por sus propiedades antimitóticas. 
Los derivados de ~· ~ muestran diferente toxicidad y 
efectividad en retardar el crecimiento de tumores. Las funciones de 
los a1caloides de Catharant.hus ha sido descrita a nivel celular, 
relac.lonándose principalmente con la inhibición tanto in vitro como 
in vivo de la función de los microtúbulos al impedir el ensamblaje 
de la tubulina y provocar el desensambla.je de los microtúbulos a. 

concentraciones relativa.mente bajas; a concentraciones mayores, 
ocasionan desprendimiento de protofllamentos de las paredes de los 
MTs. Sin embargo. los a1caloides de catharanthus pueden afectar 
además diferentes procesos celulares como la sintesls de ADN y ARN, 

1a b.losintesis de lipidos. el metabolismo cíclico de nuc1eótidos, 
e1 metabolismo del glutatlón y e1 transporte de calcio depend.lente 

de calmodulina (Skoufias y Wilson, 1992). 
En célu1as cerebrales de bovinos .!..!! vitre. compuestos como 

v1ncr.1st1na, v.lnep.ldina, vinb1astina y 1a v.lndesina (un nuevo 
derivado de 1a vlnblastina) inhiben la adic.lón de subunldades de 

tubu11na y su ensamblaje en los extremos de 1os MTs. Jordan ~ Al_ 
(1985). reportaron que estos deriva.dos de Catharanthus presentan 
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una potencialidad semejante,. pero dif"ieren en la capacidad de 
inhibir el ensamblaje,. siendo vinblastina y vlndesina inhlbidores 
m6s potentes de la prollf"eraclón celular que vincr.lstina y 

vinep.ldina. 
La v.lnblast.lna es una droga antimJ.tótica que además de J.nh.lb.lr 

el ensamblaje induce la auto-asociación de tubul.lna en los arreglos 
auperenrrollados de los protof !lamentos,. suprimiendo la taza de 

crecimiento y acortamiento de los MTs y reduciendo la frecuencia de 
transiciones del estado do crecimiento pausa al estado de 
acortamiento, lo que se conoce como estado de catástrofe. 

En células de ratón tratadas con vinblastina, l.a duración 
promedio de una pausa (estado de d1n6mica atenuado en el que el. 

crecimiento o acortamiento podrían ser detectados) y el porcentaje 
de tiempo total consumido pausa incrementaron 
signi~icativamente. Se ha reportado que una concentración de 32 mM 
de vinblastina reduce la actividad dinámica de los MTs hasta 

75' (Kallio et al, 1995). 
Dhamodharan ~al (1995),. mostraron que en célul.as de ratón 

tratados in vivo,. vinblastina se une cinéticamente a los extremos 
de los microtúbulos y que uno de sus efectos principales como droga 
quimioterapeútica es suprimir la dinámica do los MTs en el huso 

mitótico. 
Singar et al (1989) observaron que al adicionar vinblast.ina 

(2-200 µM) a MTs estabilizados .!..!! vitre,. éstos pasaban a un estado 

de despolimerización formando protofilamentos 
~ormas agregadas de la proteína de los 
concentraciones intermedias de vinblastina 

en esp.ira1 y otras 

MTs. Al uti1.izar 
(> 2 200 µM) 

determinaron que este estado de despolimerización correlaciona con 

concentraciones altas e intermedias de la droga y que se debe a la 
unión estequiométrlca de ésta a 1a tubu1ina a lo largo de la 

superficie de 1os MTs. 
En células HeLa incubadas durante un ciclo celular con 2 mM de 

v.inblast.ina, se encontró por microscopía electrónica que el bl.oqueo 
m.itótico de las célul.as se asocia con l.igeras alteraciones de 1a 

estructura del huso que provocaron: a) bloqueo del ciclo celular en 
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un estado a1mi1ar a 1a prometafase o metafase; b) no segregación de 
1oa cromosomas en l.a anafase; e) reducción significativa del. número 

de MTa unidos a los cinetocoros; d) alteración de centrosomas; e) 
pérdida de la estrecha asociación de l.os centriol.oa madre e hijo; 
f) aparición de vesículas membranosas en la región centrosomal; 9) 
centriolos alterados con MTs que atravesaban su interior; sin 
embargo. no hubo alteración en la estructura do los MTs ni de loa 
cinetocoroa inducida por la droga (Wondell ~ ~. 1993). 

La inhibición mltótlca inducida por drogas que se unen a l.a 
tubulina ha sido atribuida a la dospollmerlzaclón de los MTs. sin 
embargo. en células HeLa con MTs del huso polimerizados y no 
pol.lmerizados. concentraciones bajas de vlnblastlna y vlncrlstlna 
siguen induciendo arresto mltótlco. También en este tipo celular. 
Jordan et ~ (1992) compararon la actividad de vinblastlna. 
podo{ ilotoxina y nocoda~ole a diferentes concentraciones. Estas 
drogas afectaron la dinámica do polimerización de loa MTS .!!1 vltro 
y deapollmerlzaron los MTs las cólulas. Al examinar la 
organización del huso por microscopía de .lnmunofluorescencla y 
mediante un ensayo de inmunoadsorbancla cuantLficaron la masa de 
l.os MTs. reportando aumento la concentración de tubu11na y 
propusieron que 1os cambios la organización de los husos 
mltóticos se deben a efectos similares de las tres drogas. que 
provocan arresto mitótico. pero necesariamente producen 

deapolimerización neta de 1os MTs. Con podof11otoxina. el arresto 
mitótico estuvo acompañado de la despollmerización de los MTs. En 
contraste. con vinblastina y nocodazole. el arresto mi.tót.lco 
ocurrió en presencia de un complemento total de MTs del huso. Las 

tres drogas indujeron rearreglo de MTs casi 1.dént.lco. 
incrementada organización aberrante de cromosomas metaf6.sJ.cos y 

~ragmentación de centrosomas. Estos datos sugieren que estas drogas 
bloquean la mitosis principalmente al. inhibir la dinámica de l.os 

MTa del. huso. más que por la s1mp1e despolimerlzación de 1os 
mismos. 

Otros ostud.loa han revelado que 1a vlnb1ast1.na y 1a 

vincrlstlna: a) producen oligómeros de tubulina sin mlcrotúbul.os. 
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b) afectan de manera preferento los sitios de emisión de tubul.ina. 
c) a diferencia do la colchlcina no inducen dosplegamiento de la 
hé11ce o.nfipát1ca ol extremo carboxilo term1nal de la 

tubulina. d) inhiben el plegamiento co1ch1cina-tubu11na sin 

provocar el desplazamiento do la misma. e) 1.ncrementan el 
rompimiento quimiotriptico de la -tubulina en sitios posteriores 
a la tirosina 281. f) incrementan la especificidad del fotomarcaje 
de la -tubullna colch.icina. y por úl.timo f) inhiben la 
hldrólis1s de GTP estimulada por la misma. Estos efectos se deben 
a que comparten un sitio de unión en común a la tubulina localizado 
en la hél.ice de la -tubulina, la cual es alterada en presencia de 
colchlclna (Sackett. 1995). 

En ratones machos, la administración de altas concentraciones 
de vlnblastina y vlncristlna daña de manera directa a las células 
de Sertoll al destruirse los MTs y las mitocondrias. La vincristina 
daña de especifica el sistema acrosómico y los puentes 
cJ.toplasmátJ.cos de las espermiltidas inmmaduras, lo que produce 

esterilJ.dad. 
En general, ha determinado que mamíferos estos 

compuestos provocan retraso de los cromosomas durante la 
segregación en la meiosls, lo que se manifiesta como micronücleos 
(Kallio ~al. 1995), pollploldias y aberraciones (Leopardi ~al, 

1993). 

51.eber et tl ( 1978) compararon l.os efectos teratogénicos y 

c1.togenéticos de tres derivados do plantas (maltans1na, VP16-213 y 
VM-26) con los producidos por colchicina y vlncr1stina en ratones 
hembra tratados antes de la gestación. En l.os resultados obtenidos 

no hubo corre1ación entre el efecto teratogénico y el citogenétlco 

de los cuatro compuestos, aunque en todos los casos se recobraron 
mal.formaciones craneanas en la progenie incluyendo exencefal1a, 

hidrocefalia. anoftalmia y microtia, además de malformaciones 
esqueléticas. 

Otro compuesto que ha sido asociado con el funcionamiento del 

huso es el hidrato de cloral, un metabolito del tricloroetlleno que 
se emplea en la industria farmaceUtica como medicamento sedativo. 
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Induce aneuploidias asociadas con retraso celular, hiperploidías, 

no disyunciones, hipoploidias y ha sido clasificado como un 
clastógeno S-dependionte (V io.n .!!..!:, tl• 1995). En estudios in vivo en 
ratones produce e-mitosis (Millor y Adler, 1989); se ha reportado 
que en células germinales do hembras en ratones, afecta la forma 

del huso mitótico, la citocinesis y la progresión del ciclo celular 
( Ei.chenlaub y Betz.ondahl, 199 5) , así como cambios cromosómi.cos 
estructurales y numericos (Mailhes .!!.!::. tl• 1993); hay reportes 
contradictorios con respecto a la inducción de micronúcleos (MN), 

habiendo resultados positivos (Leuschncr y Leuschnor, 1991; Adler 
~al, 1991; Bonatti ~al, 1992; Lynch y Parry, 1993) y negativos 
(Russo et tl• 1992); mamifcros induce hiperploidías 
espermatocitos (Rus so ~ al, 1984), pero es negativo en oocitos 
(Hailhes .!!.!:_al, 1988). En levaduras y Aspergillus positivo para 
la prueba de tubulina .!.!! vitro (Parry, 1993). 

Zordan et al (1994) reportaron que en larvas de Drosophlla el 
hidrato de cloral tiene actividad recombinogénica. 

En seres humanos, el hidrato de cloral y sus metabolitos, el 
tricloroetanol y el ácido tricloroacéLico se acumulan en el suero 
y se unen a proteínas. Los tres compiten por un sustrato, la 
albúmina. Onks et al (1992), empleando el método de peroxidasa y 
diálisis investigaron si estos compuestos compiten con la 
biltrubina para unirse a la albumina. Los resultados mostraron que 
el hidrato de cloral y el tricloroetonol no afectan la unión de 

bi11rubina-albumina, mientras que el ácido tricloroacético sí lo 

hace. 
En células mcióticas de ratón, Eichenlaub-Ritter et al, (1995) 

analizaron mediante métodos citogenéticos y de inmunofluorescencia 
los efectos del hidrato de cloral en oocitos maduros J:..n vitro. El 

hidrato de cloral bloqueó la maduración de los oocitos durante la 
meiosis I de manera irreversible y dependiente de la concentrac~6n, 

observándose la presencia de cromosomas bivalentes; l.os husos 
melóticos presentaron un arreglo asimétrico y los polos mostraron 

un aspecto fusiforme; indujo retardo de los cromosomas durante la 
te1ofase I, inhibió la enlongación del huso durante la anafase By 
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provocó desplazamiento del plano ecuatorial en la motafase I y II. 

Los oocitos fueron irreversiblemente arrestados antes do madurar o 
en presencia del hidrato de cloral B h antes de la primera y 

segunda división. Con estos datos concluyeron que el hidrato de 
cloral potente anouploidógeno 
hembras. afectando la forma dol huso, 

progresión del ciclo celular. 

El objetivo de la presente tesis fuó: 

células germinales 
la citocinesis y 

de 

la 

Comparar la actividad de diversos aneuploidógenos en células 
do las alas de Drosophila melanogaster. 

Para analizar la sensibilidad y especificidad de Drosophila 
ante este tipo de compuestos, plantearon los siguientes 
objetivos particulares: 

1.1 Establecer el potencial aneuploidogénico de compuestos 
cltostéticos con diferente mecanismo de acción en células de 
las alas de Drosophila melanogaster. 

1.2 Clasificar los compuestos probados relación con 
potencial genotóxico. 

II. MATERIALES Y M~TODOS 
S~stema de cruza 

Cruzo l. se emplearon dos lineas de Drosophila melanogaster: 
~l/ InC3LR)TM3, ri 2F ~ 1C3l89Aa bx!!: ~ Bd! y mwh/mwh, de las 
cuales se obtuvieron hembras vírgenes y machos, respectivamente. El 

marcador autosómico recesivo (3.00) mwh modifica la forma del pelo 
o trlcoma produciendo tricomas mUltiples (más de 2) por célula, a 

diferencia del fenotipo silvestre en el que se produce un tricoma 
por célula. El marcador autosómico recesivo .l.1-!:~ (3.39) es 1etal en 

condición homocigótica, sin embargo es viable en mosaicos somáticos 
produciendo tricomas amorfos con expresividad variable que van 
desde una mancha quitinosa sobre la superficie del a1a hasta un 
tri coma forma de flama. de donde recibe nombre. Para 
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ba1ancear a1 marcador .!.!.!::i se ut111za el cromosoma balanceador 

(~,!!SI!) el cual porta numerosas 1nvera1ones que ov1tan recobrar 
productos de rocombinac16n en las moscas portadoras y un marcador 

letal dominante,~ (§!!E>· Para una descr1pc16n más detallada 
de 1os marcadores consu1tar Lindsley y ZJ.mm (1992). 

De esta cruza so obtienen dos ti.pos de progenJ.e en J.gua1 
proporc16n: larvas libros de inversión <=--.!...!...!:)/~) y larvas 
portadoras de 1.nversJ.ones por la presenci.a del cromosoma 
balanceador TMJ: (:rlQ,Bd!/~ ~), los dos tipos de progeni.e no son 
d1atinguibles en estado do larva, por lo que ambas son tratadas. 
Las moscas adultas se distinguen fenotípicamente por la ~orma do 
las alas: silvestre (libres de 1nversión) y Serrato (portadoras de 
inversiones) (Fig. 5). 

cruza 2. Hembras .!.!..!: 1 /lnf3LR)TM3, ri El'~ 1(3)89Aa ~ll!' !! M~ 

y machos!!!.!!:!.!! ~ I mwh ~· se obtiene el mismo tipo de progen1e que en 

I . • p 

e "'º/ ln(SLR)TillS, rt ,, -

1(3) .............. " 
_,_ 

F 1 a -,,,.,,,,., ..... _.,.,_,_. 
TrwWI-. u ........... ._ 1 ) --) (--

Pisan 5 C.-.,.__.._. SMAllT y '-1-a ._ -
que• cb1icnen en lo PI (T..,.._ de-· 19!M). 
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1a cruza 1, pero el uao del marcador para color do cuerpo ébano (!!.) 

mejora 1a clasificacJ.6n ~enoti.pica de la progonJ.e portadora de 
~nversiones, ya que eataa resultan homocigótJ.cas para o1 marcador 
de color de cuerpo (FJ.g. 6). 

ObtencJ.ón de iarvaa 

Tres días después de realizada la cruza, l.as moscas 
progeni.toras se transf.1r.1eron o frascos con medio fresco para 
recolectar huevos durante un periodo de B h. 72 ~ 4 h después, se 
procedió según NBthinger (1970) a separar las larvas de1 medio de 
cul.tivo por f l.otación medionte una so1ución concentrada de sacarosa 
al. 20,, se hizo pasara las larvas por un embudo de separación de 4 

mm de diámetro y se recolectaron sobre una gasa fina de nylon. Con 
la ayuda de una espátula se colocaron grupos de 50 a 150 larvas en 
tubos homeopáticos que contonian modio de cultivo fresco adicionado 

I . I p 
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con 1aa di.ferentea concentraciones del compuesto a probar 1oa que 
se agregaron después de 1a cocción y antes do que el. medio 
ao1J.diflcari11. 

Co•pue•tos 
• Co1chicini11, agente, (CAS 64-86-8] (lndex Merck, 1989). 

(Sigmi11, St. Louis MO) (Fig. 7) 

• Hidri11to de Clori11l, [CAS 302-17-0) (Fig. 7) 

• Sulfato de Vinblastina, [CAS 143-67-9), (Fig. 7) (Index 
Merck, 1999) (Aldrich, Mil.waukeo, WIS). 
• Sulfato de Vincrietlni11, (CAS 2068-78-2) (Index Merck, 
1989) (Aldrich, Mllwaukoe, WIS).( Fig. 7). 

Di.•olventea 
Para colchicina e hidrato de cloral. se utilizó agua deatll.oda 

-Íi_J·-
-JT_Y• ·-

---a.-.. 
F"-7 .,__.,. __ .... º __ ,,.,, ___ ....__ 
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como d~so1vente y también como testigo negativo. 

Para el sulfato do vinblastina y sulfato de vincristina se 
uti1~zó como disolvente y testigo negativo una so1ución de alcoho1 
et!1~co al 5'· 

TratarnJ.ento• 
So utilizaron dos tipos de exposición: 

1) Semicrónica. Larvas de 72 t 4 h fueron alimentadas durante 
48 h con medio de cultivo fresco adicionado con 0.032, 0.063, 
0.125, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mM de colchicina, vinblastina o hidrato 
de c1oral, y 0.1, 0.3, 0.5 y 1.0 mM de vincristina respectivamente. 
Las 1arvas permanecJ.eron este medio hasta que entraron 
metamorfosis y emergieron como moscas adultas (Fig. 8). 

2) Interrumpida. Larvas de 72 ! 4 h en grupos de 50 -150 se 
colocaron en 18 tubos homeopáticos que contenían medio de cultivo 

1--1--1-----1,•llll!l••----------j _ .. .. 

26 



fresco (testigos) y medio de cultivo adicionado con col.chicina o 
vinbl.astina (O. 125 mM]. Cada 6 h se retiró un tubo con 1arvas 

testigo y uno con larvas tratadas. do manera quo al. final 

tuvieran exposiciones de 6. 12. 18. 24 48 h. Las 1arvas 

retiradas en cada intervalo de tratamiento ec enjuagaron con agua 

corriente y se transfirieron a frascos con medio de cultivo fresco 
en los que concluyeron su desarrollo (Fig. 9). 

l 

F~jac~ón y el.aboración de l.aminil.l.as 

.... ,,___ __ __ 
a¡-_:-..:=:..-::J.•=, 
·~~-..._ .. ,. ........ -------------.. . ::::::.:::~==-

Las moscas si.lvestres y las portadoras de inversiones se 

sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en alcohol al 

70•. Para l.a elaboración de laminillas 1as alas se disectaron del 

cuerpo de 1a mosca y se colocaron en parejas sobre portaobjetos con 
solución Fauré (30 g de goma arábiga. 20 ml de glicero1, 50 gr de 
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hidrato de cloral y 50 ml de agua) para su análisis posterior al 
microscopio óptico a 40X (Graf et~, 1984). 

El registro de manchas se realizó según su localización en el 

sector del ala (Fig. 10). Las manchas se clasificaron según 
tamaño en chicas (do la 2 células) y grandes (> 2 células). y por 
su fenotipo en manchas simples ~. manchas simples ~l y manchas 
gemelas. formadas por células adyacentes con los dos fenotipos 

indicados (Graf et~, 1984) (Fig. 11). 

Aná1isis Estadistico 
Para determinar si existian diferencias significativas entre 

la frecuencia de manchas obtenida en los tratamientos y la del 1ote 

testigo correspondiente se utilizó el procedimiento de decisión 
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-·-----

Flgwa 11 ,,..,. .. m----.. pr..- de SMART. 

múl.tlpl.e propuesto por Frel y Wilrgler ( 1988), y el programa de 

cómputo SMART ( Wilrg 1er, no publicado) , ambos métodos se basan en l.a 

prueba no paramétrlca de ~~. 

Para eval.uar la presencia de sobredlspers16n en l.a 

dlstribución del número de manchas por ala en las serles 
experimental.es y la testigo se aplicó l.a prueba no paramétrlca U de 

Hann-Whltney-Wllcoxon (Zar, 1974). En ambos casos se utll.izó un 
nlvel de slgnlflcación del. ensayo a • O.OS. 

RESULTADOS Y DXSCUSXÓN 
Para 1os cuatro compuestos sel.ecclonados se anal.izó J.a 

~recuencia de inducción de manchas chicas, grandes, gemel.as y 

totales. Para descartar la part.lclp8cl6n de l.a recomblnaclón 

mltótica se comparó, además, la frecuencia de manchas i.nduc.idas 

por 1os compuestos entre moscas 1 ibres de inversiones y moscas 
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que presentan múltiples invers.iones, lo que .imp.ide recobrar 
eventos de recombinac.ión. 

De manera cualitativa se observó quo en todos loa 
tratamientos real izados se recobraron menos moscas l. ibres de 
.inversión que portadoras del cromosoma balanceador (que 
distinguen de las silvestres porque éstas presentan una muesca 
en el borde de las alas debido a l.a prescnc.ia del marcador 

dominante ~ <?..!!.!:> el cromosoma balanceador). Este 
comportamiento no es habitual ya que se espera que los dos tipos 
de progenie so obtengan en igual proporción, aunque por lo común 
la proporción de moscas libres de inversión ligeramente mayor. 

Vi.nbl.ast.ina. La tabla y gráficas la y 2a muestran los 
resultados obtenidos al comparar l.a frecuencia de manchas 
.1.nduc1.das por vinblastina con respecto al testigo. En moscas 
l.ibres de inversión, la vinblastina a 0.125 y 0.25 mM indujo 
manchas chicas, el. efecto fue sign1.ficat.1vo incluso al sumar 
todos los tipos do manchas (manchas totales) (P < Q.05). En 
moscas portadoras de inversiones múltiples la vinblastina .indujo 
manchas simples chicas y totales 0.032 mM, incrementó 
1.igeramente la frecuencia de manchas simples chicas a 0.125 rnM 
y de manera signi.ficativa la frecuencia de manchas s1.mp1es 
grandes y totales a 0.125 y 0.25 mM. 

A1 comparar la dispersión en la distribución del número de 
célu1as que forman cada mancha (gráficas lb y 2b), se observó que 
tanto moscas libres de .inversión portadoras de 

inversiones múltiples, la vinblastina produjo manchas con 

número de células claramente mayor a las observadas en 1as seri.es 
testigo correspondientes. Este resultado revela que 1a 

v1.nb1astina, además de ser un aneuploidógeno, tiene un efecto 
mutagénico que en apariencia es independiente de la recombi.nación 
ya que en las moscas portadoras del cromosoma balanceador TMJ, 

~ la recombinación está prácticamente ausente. Por otro 1ado, 
se asume que las células aneuplo.ides tienen baja capacidad 

proliferativa, por lo que también se exc1uye a esta actividad 
como 1a causante de manchas de gran tamaño que impl.1.can el 

transcurso de vari.os ciclos de división (Della.reo~~, 1985). 
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Con respecto a la dispersión en la dlstrlbución dr.l número 
de manchas por mosca (gráflcas le y 2c) so observó quo el númoro 
de moscas que presentaron m6s manchas que las moscas testigo se 
incrementó conforme a la concentraclón de vinblastina. En las 
moscas con inversiones el efecto fue slmilar y sólo la 
concentración más alta se llegaron a recobrar hasta 7 manchas por 
mosco. 

Colchicina. En moscas libros de inversión este compuesto indujo 

manchas simples chicas, slondo el efecto tamblón significativo 
cuando se procedió a sumar los tres tipos de manchas en las 
concentraciones de 0.063, 0.125 y 2.0 mM (tabla II y grágicas 3a 
y 4a). En moscas portadoras dL- inversiones, la colchicina también 
indujo manchas simples chicas y totales a 0.032, 0.063, 0.25 y 
0.5 mM (P < 0.05). En la concentración mas alta no se recobraron 
moscas portadoras de inversiones múltiples. 

La comparación de la dispersión la distribución del 
número de células por mancha mostró que en ambos tipos de mosca 
se observó claramente el efecto aneuploidogénico de la colchicina 
en el incremento en la frecuencia de manchas simples chicas, las 

cueles por su tamaño implican que no participaron en m6s ciclos 
de división. Adicionalmente, en las moscas libres de inversión 
se obtuvieron manchas de mayor tamaño que en las portadoras de 
inversiones, lo que concuerda con el potencial aneuploidogénico 

de la colchicina, sin embargo, los resultados sugieren un efecto 
mutagénico de la colchicina que podria implicar actividad 

recombinogénica en la producción de manchas de tamaño mayor a las 
de la serie testigo, ya que este efecto no se presentó en las 
moscas portadoras de inversiones (gráficas 3b y 4b)~ Es 

importante señalar que aunque en las moscas testigo iibres de 
inversión se encontró una mancha en el Intervalo de 129 o 256 

células, el número de manchas formadas por más de 5 células 
las series tratadas podría estar relacionado con la presencia de 

colchic1na. 
El número de manchas por mosca se modificó ligeramente en 

ambos tipos de moscas, siendo en apariencia más sensibles ias 
portadoras de inversiones ias que se recobraron hasta 9 
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manchas por mosca (gráficas 3c y 4c). 

V~ncr~stina. Este compuesto incrementó la frecuencia de manchas 
simp1es chicas y lo de manchas totales unicamento en las moscas 
1ibres de inversión tratadas con concentración m6e a1ta (P < 

0.05). En la concentración 0.1 mM para ambos tipos de moscas se 
observó esta misma tendencia, sin embargo, el incremento no 
alcanzó a ser significativo (Tabla 111 y gráficas Sa y 6a). 

La distribución del número de células por mancha mostró que 
acorde con su genotipo, en las moscas libres do inversión el 
tarñaño de mancha fue mayor que en las moscas portadoras de 
inversión, sin embargo, en las primeras se observaron manchas de 
32 o más células también en el lote testigo por lo que no 
puede adjudicar claramente el efecto a la administración de la 
vincristina (Gráficas Sb y 6b). El incremento en el número de 
manchas formadas por 1 ó 2 células fue notorio en los lotes de 
moscas portadoras del cromosoma balanceador tratados con O.l y 

0.3 mM. 
La distribución del número de manchas por mosco en las 

moscas 1ibrcs de inversión cambió con respecto a las moscas del 
1ote testigo ya que aunque el nUmero de manchas se mantuvo 
similar (hasta 3 manchas por mosca), el número de organismos sin 
manchas disminuyó incrementándose la proporción de las que 
presentaron 2 más manchas. En contraste, las moscas 
portadoras de inversiones la presencia de la vlncristina no 

modificó lo distribución del nümero de manchas por mosca con 
respecto a su testigo correspondiente. Es interesante notar que 
también con este compuesto se observó a.l menos una mosca con 

hasta 5 manchas (Gráficas Se y 6c). 

Hi.drato de clora.1. Este compuesto fue particularmente interesante 
ya que incrementó, aunque de manera significativa, la 

frecuencia de manchas só1o a 1.0 mM, sin embargo se observó una 
clara dispersión de la distribución del nümero de células por 

mancha en todas las concentraciones probadas aunque el número de 
manchas por mosca fue similar al de las moscas testigo, aunque 

se recobró una mosca con 12 manchas (Gráficas 7a-c). La presenci.a 
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de manchas de mayor tamaño indica que Drosophila sí fue sensible 
la presencia do esto compuosto y es muy probabl.e que l.a 

respuesta dependa de recombinación mitótica. l.o que concuerda con 
l.os hallazgos reportados por Zordan (1994) sobre la actividad 
rocombinogénica del hidrato do cloral en este organismo. A su 

vez. l.a actividad recombinogénica podría resultar del. efecto 
clastogénico encontrado por Vian ~al (1995). más que por una 
actividad aneuploidogénic~. 

En las 
hidrato de el.oral 

portadoras dol cromosoma balanceador el. 
incrementó de 

frecuencia de manchas aunque observó 
significativa l.a 

frecuencia 
ligeramente mayor a 2 mM. Por otra parte. la frecuencia de 
manchas a 0.25. o.s y 1 mM fue claramente menor a l.a de l.as 

moscas testigo. Estas fluctuaciones la respuesta genotóxica 
que no guardan relación aparente con el incremento gradual. en la 

concentración podrían adjudicarse la participación del 
metabolismo en la biotransformación del hidrato de cloral a una 
forma reactiva (Onks et ~.. 1992) (Gráficas 
distribución del número de células por mancha 

Sa-c). La 
mostró 

desviaciones relevantes con respecto a su testigo, no obstante 
la ausencia de manchas grandes estas 
participación de la recombinación en respuesta 

refuerza .la 
posible 

efecto clastogénico observado en las moscas libres de inversión. 
Finalmente,. la distribución del numero de manchas por mosca fue 

similar a la del testigo correspondiente. 
Por lo común l.as moscas no expuestas a genotóxicos no 

muestran manchas sobre sus alas,. sin embargo. como en e.l resto 
de los seres vivos,. ocasionalmente ocurren errores en procesos 
como la replicación del ADN. Aunque una parte de estos errores 
espontáneos son reparados,. algunos permanecen contribuyendo a la 
denominada frecuencia basal de mutación. En el caso de la SMART, 

las manchas de las moscas de los lotes testigo y tratados pueden 
analizarse con respecto a su número. tamaño y origen, es decir, 

cu6ntas moscas de la muestra expuesta presentan estas manchas. 
Por lo común, el número de manchas por mosca es reducido, sin 
embargo,. existen a.lgunas moscas en las que parecen ocurrir estas 

alteraciones con mayor frecuencia que en otras. En los 
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tratamientos con los compuestos probados resu1t6 evidente que la 
susceptibilidad do algunas do las moscas tratadas fue 

notoriamente diferente ante 1os diferentes ancuploid6genos. 
Siendo más acentuado el efecto en los tratamientos en los que la 
participación del me't..abol ismo en la transformación química de los 
compuestos parece ser más importante. como se ha observado al 
comparar la distribución del número do manchas por mosca 1.nducida 
por mutftgenos y promuthgenos en Orosophila (Ramos~~· 1996). 

A partir de los resultados obtenidos puede proponerse una 
clasificación dol tipo de o!ecto observado para los compuestos 
probados. La vinblastina mostró actividad mutagénlca no 
dependiente de recombinación mi t.ótica • mientras que l.a col.chici.na 
y la vincrist.ina parecen tener una débil acti.vidad mutagénica la 
cual además podria implicar la participación de recombinación y. 
finalmente el hidrato de cloral mostró actividad recombinogénica 
inducida por el efecto clastogénico. ne estos compuestos. el 
efecto de los tres primeros ha sido relacionado con la 
interferencia en la polimerización y la despolimerización de las 
fibras del huso. mientras que en el caso del hidrato de cloral 

se ha señalado que interfiere con la cltocinesis. aunque en 
reali.dad ha sido poco estudiado el deta1le de su forma de acción. 
De 1os resultados obtenidos se desprende que este compuesto tiene 

una clara act.ivi.dad recombinogénica lo que lo coloca como un 

carcinógeno potencial que debe ser estudiado con mayor detalle 
en sistemas de mamí !eros ya que se ha determinado que los cambios 
en el arreglo de los genes puede traer como consecuencia la 
pérdida de control de éstos por las secuencias regu1adoras 

( suzard. 1996). 

Obtenci.ón de 1a curva de ti.empo de exposici.ón-ef"ec:to para 

vinbiasti.na y col.chici.na. 

con la finalidad de analizar con más detalle el e~ecto de 
dos de los aneuploidógenos: la vi.nbl.astina (probable actividad 
mutagénica no dependiente de recombinación mitóti.ca) y colchicina 

(débi1 actividad mutagénica posible participac16n de 
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recombinación mitótica) procedió a obtener una curva de1 
tiempo de exposición-efecto de estos compuestos. con 1o quo se 
esperaba obtener elementos adicionales que permitieran explicar 
1a mayor proporción de moscas portadoras de inversión. 

Se se1occionó la concentración de 0.125 mM que l.os 

tratamientos subcrónJ.cos mostró incrementor la frecuencia de 
manchas en ambos tipos de moscas. prof !cientes (libres de 
inversión) y deficientes (portadoras del cromosomo TM3. Ser) en 
reparación. cabe aclarar que aunque las moscas portadoras de 
inversiones no portan genes que interfieran con el proceso de 
recombinación. los múltiples inversiones mediante las que se 
construyen los cromosomas balanceadores evitan recobrar eventos 
de recombinación que pudieran producirse. tanto de manera 
espontánea como inducidos por el tratamiento, por lo que el 
efecto neto la ausencia de recombinación. Otro aspecto 
J.nteresante es que se ha determinado que en aquellos organismos 

los que interfiere la rocombinoción moiótica 
recobran niveles incrementados de no-disyunción, y que, al menos 

células germinales de Orosophila, el reconocimiento de 
secuencias homólogas prolude una adecuada segregación de los 
cromosomas durante la formación de las células sexuales (Hawley 
et al, 1993). En células somáticas no se ha identificado la 
formación de una estructura que se relacione particularmente con 
el reconocimiento de homólogos, como es el complejo sinaptonémico 

en células sexuales,.. sin embargo, parece ser que la constitución 
genética de las moscas portadoras de inversiones múltiples 

interfiere de manera similar con el reconocimiento de homólogos 
y, en consecuencia con la adecuada segregación de éstos, lo que 

se manifiesta en general, por manchas formadas predominantemente 
por un número bajo de células, lo que apoyar~a su baja capacidad 

prollferativa si es que ésta es el resultado de la segregación 
anormal de los cromosomas homólogos durante l.a mitosis. 

Para este an6lisis, el protocolo consistió en exponer a 

larvas de tercer estadio a Q.125 mM de ambos compuestos por 
separado, la cual se incorporó en el alimento. Por intervalos de 

6 h se fueron retirando las larvas, de manera que al fina1 se 
tuvieran exposiciones de 6, 12 ... 18, 24, •.• 48 h. Las 1arvas 
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retirndns en cnda intervalo de tratamiento se transfirieron a 
Lrnacoa con medio de cultivo fresco y se esperó a que concluyeran 
su desarrollo. 

Los resu1tados obtenidos en esta etapa mostraron varios 
aspectos interesantes: 

En el tratamiento con vinblastina el número de moscas 1ibres 
de inversión (con alas silvestres) se redujo conforme se 

incrementó el tiempo do exposición, do manera que a las 120 
horas, s61o se recobraron 6 moscas silvestres. Lo frecuencia de 
manchas chicas se incrementó de signi ! icativa en 1as 
larvas expuestas durante 36 y 48 h al compuesto (larvas de 108 
y 120 h de edad), mientras que la frecuencia de manchas totales 

incrementó en las moscas tratadas durante 30 y 36 h (larvas 

de 102 y 108 h de edad) únicamente. 
En esto mismo tratamiento so recobró nuevamente una mayor 

proporción de moscas portadoras de inversiones (se distinguen por 
la muesca en el borde do las alas), aunque hacia el final de la 
exposición el número de moscas recobrado fue menor (6) (Tabla V 
y gráfcas 9a y lOa). La frecuencia de manchas chicas 
incrementó en las exposiciones de 12 a 24, 36 y 48 h (larvas de 
84-96, 108 y 120 h de edad t.otal); la frecuencia de manchas 
grandes se incrementó a las 12, 24, 36 y 42 h de exposición y la 
de manchas totales en todos los tiempos de exposición a partir 
de las primeras 12 h. 

Con respecto a la distribución del número de células por 
mancha se observó dispersión en los diferentes tiempos de 

exposición aunque sin guardar relación con la duración de la 
exposición. Este efecto fue mucho más evidente en las moscas 
portadoras del cromosoma balanceador (Gráficas 9b y lOb). En 

relación con l.a distribución del número de manchas por mosca, l.a 
dispersión fue ligeramente mayor en las moscas portadoras de 

inversiones (Gráficas 9c y lOc). 
En la curva obtenida para colchicina, observó un 

comportamiento similar con respecto a una mayor proporción de 
moscas portadoras de muescas en las alas que de sil.vestres, 

.llegando incluso a no recobrase progenie silvestre a partir de 

.las 24 h de exposición ( l.ar"•as de 96 h). A las 12 h de 
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tratamJ.ento ( l.arvas de 84 h) incrementó la frecuenc.la de 
manchas ch.leas, sin embargo el resultado sól.o fue s.lgn.lf.lcativo 
cuando se sumaron todas l.as manchas obten.idas en esta expos.lc.lón 
(P < O.OS). 

En el m.lsmo tratamiento, se observaron Incrementos en l.as 
~recuencias de manchas chicas y totales a diferentes t.1empos de 
exposic.16n, sin embargo en ninguno de éstos el efecto resul.tó 
estadísticamente significativo (Tabla VI y Gráficas lla y 12a). 
Al. anal.izar la distribución del número de células por mancha se 
encontró una fuerte dispersión con respecto a la distribución 
te&tigo (larvas de 72 h de edad y Oh de exposición), l.a cual. 
resultó mucho mayor en las moscas portadoras de inversiones 
múltipl.es (Gráficas llb y 2b). Lo mismo ocurrió en el. caso del.a 
dJ.stri.bución del numero de machas por mosca (Gráficas l.lc y 12c). 

Los resultados obtenidos en la curva con vinbl.astina apoyan 
1os reportados por Zordan (1994) para este compuesto en célul.as 
somáticas de l.as alas do Drosophila, quien planteó la posi.bilidad 
de una respuesta diferencial a la gcnotoxicJdad de este compuesto 
dependiente del genotipo de las moscas. Además, l.a respuesta 
obtenida la colchicina indican que el efecto 
observado no es producido Unicamont.e por la vinbl.astina. Es 
probab1e entonces que la actividad genotóxica sJ.milar de ambos 

compuestos (venenos del huso} esté en relación con el efecto 
recobrado, por lo que sería importante obtener la curva de 
exposición-afecto para otros aneuploidógenos. 

De manera colateral observó que los tratamientos 
~nterrumpidos con vinblastina y colchicina produjeron, además de 

1a respuesta genotóxica diferencial, gran cantidad de 
mal.formac.1ones en cabeza, ojos, proboscls, tórax y abdómen en un 

número s.lgnif icativo (los datos no incluyeron porque se 
requiere un planteamiento metodológico particular para estimar 
adecuadamente la aparición de estos eventos y en este ca80 la 

metodol.ogia apl.icada es válida sólo para cuantificar mutación y 
recomb1naci6n somáticas}. El número de organismos at:ectados 

alcanzó un máximo alrededor de las 24-36 h de tratamiento y 

dJ.sminuyó en los tratamientos de 48 h, lo que sugiere que en 1os 

exper~mentos anteriores no se habLan recobrado estos organ.1smos 
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porque morían en la etapa de pupa, es decir, no completan su 
desarrollo (Tablas V y VI). 

Estos datos confirman adicionalmente que Drosophiln. mel·!lnogastor 
si es capa: do dotoctar ancuploidógenos y que estas sustancias 
son además fuortos tcratógonos para la mosca. 

La aparición de mal formaciones so han descrito en asociación 
con el efecto de aneuploidógonos duran to el desarrollo 
embrionario do mamíferos (Parry y Sors, 1993). por lo que los 
resultados del presente trabajo muestran que en Drosophila es 
probable que estos compuestos tambiún alteren la diferenciación 
celular que ocurre durante la metamorfosis do este insecto. 

Un aspecto que llama la atención es la mayor proporción de 
moscas portadoras de inversión que se recobraron en todos los 
tratamientos. Es poco probable que un organismo en el que se ha 
al.tarado la capacidad de reconocimiento de homología y, 
consecuencia. posJblemente la segregación adecuada de los 
homólogos tengan una mayor capacidad de respuesta ante la 
genotoxicidad de los compuestos probados. por lo que existe la 
posibilidad de que la disminución en el número recobrado de 
organismos silvestres, observada en los tratamientos previos (Y 
en los reportados en la bibliografia) pudieran ser aparentes. 
Recientes reportes indican que en Drosophila. un efecto asociado 
con la exposición de aneuploidógcnos es la formación de una 

muesca en las alas (atributo que convencionalmente permite 
distinguir a las moscas silvestres de las portadoras de mUltipl.es 
1.nversiones ya que estas últimas presentan una muesca en el borde 
de las alas). Asi, el mayor porcentaje de eobrevlvencia de las 

moscas con inversiones podría ser un artefacto producto del 
efecto de este grupo de compuestos el desarrollo de las 

moscas. 
Para descartar la inducción de fenocopias y explicar la 

mayor sobreviviencia de organismos portadores de inversiones se 
decidió adicionalmente utilizar un sistema de cruza alternativo: 

hembras .f.!.!:l/InC3LRlTM3 • .!:.! E~~ l(3)89Aa bx~ ~ Bd! y machos 

~ ~ I ~ ~· De esta cru~a se obtiene el mismo tipo de progenie 
que en 1a cruza estándar. pero el uso del marcador para color de 
cuerpo ebony (~) en los machos mejora la c1asificación fenotLpica 
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de la progenie portadora do invcreionos, ya que ahora, lo 
presencia del marcador para color do cuerpo óbano se expresa sólo 
en las moscas portadoras del balanceador en las que estarA en 
condición homocigótica. mientras que las libres de 

inversión serán hoterocigóticas y por lo tanto tendrán el color 
del cuerpo característico (pardo). Oc esta manera la progenie 
portadora del balanceador tendrá ahora la muesca característica 
en los alas y el color de cuorpo óbano. 

Se realizó entonces un onsayo piloto en el que se obtuvo 
nuevamente la curva de tiempo de exposición-efecto para ambos 
compuest.08 utili~ando la nueva cruza. 

Los resultados del análisis morfológico para el color del 
cuerpo indicaron que efectivamente tiene inducción de 

fenocopias. los cual hizo evidente obteniendo moscas 
silvestres para el color del cuerpo y muescas en los bordes de 
las n.las (at.ribut.o que correspondería solamente a moscas con 
cuerpo color ébano y alas sorra.ta). 

En 1991. Lynch ~ ~. proponen utili=ar a Drosophila como 
modelo para evaluar teratógenos. Mediante la observación de 
organismos trato.dos con agentes inductores de malformaciones, 
cuantificaron las alteraciones morfológicas inducidas. las cuales 
consisten en madi f icacion en lo forma del ojo. de redondo a 
lobulado y de tamaño reducido; la presencia de cerdas tipo ~. 
alteración en la cual las cordas humerales normalmente rectas y 

en número de 2, se doblan en un ángulo de 45 grados y puede 
aparecer l o 3 de éstas; abdómen abarquillado. alas tipo Notched. 
que provocan la formación de una muesca en el borde de las alas 

de similar las producidas por el gen Serrato, 
alteraciones en el número de segmentos del cuerpo, ausencia de 

1 o las 2 alas o los haltcrios y otras más. encontrando que la 
frecuencia de éstas se encuentra asociada con la concentración 

del tcratógeno utilizada. 
Los resultados de este estudio piloto sólo se revisaron de 

manera cualitativa. sin embargo. resulta evidente la necesidad 
de discriminar la proporción de !enocopias en los resultados 

reportados para compuestos con actividad aneuploidogénica. lo 
cual abre la posibilidad de utilizar a Drosophila formalmente en 
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e1 aná1isis del efecto .!.n ~ de estos compuestos y otros que 
afectan 1a diferenciación celular. 

CONCLUSIONES 

l. Al comparar el potencial aneuploidógeno de compuestos 
cit.ostllticos con diferente mecanismo de accJ.ón, se confirmó 
que Drosophila melanogaster sí es sensible al ef:ecto de 
diversos compuestos citostáticos. 

2. En Orosophila la vinblastina mostró actividad mutagénica no 
dependiente de recombinación mitótica. la colchicina y la 
vlncristina parecen tenor una débil actividad mutagénica la 
cua1 ademas podría implicar la participación de 
recombinaci.ón y el hidrato do cloral mostró actividad 
recombinogénica dependiente de actividad clastogénlca. 

3. En DrosophJ. la. 

aneuploidógenos 
efecto asociado con la exposJ.ción de 
la formación de uno muesca en las alas. 

4. La disminución la progenie + flr'/mwh + a tiempos de 

s. 

6. 

exposición prolongados podría explicarse por la inducción 
de efectos teratogénicos. 

El uso de1 marcador 
progenie portadora 
fenocopias inducidas. 

ebony permite discriminar entre la 
de inversiones mú1tiples y 1as 

Los resu1tados obtenidos indican que Orosophila 

me1anogaster la presencia de inversiones mú1tiples no parece 
conferir ventaja ante la genotoxicidad de los compuestos 
probados. 
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Tabla ¡, Número y !recuencia de •anchas/ala inducidas por vlnblaatina en Droaophila. 

ca.- Hanchas por ala (Número de manchas) Free. de 
puesto formación de 

clones X io·~ 

Conc. tlúme- Hanchas Hanchas Hanchas Hanchas Han- Ta111a- obeer control 
1•111 ro de sencillas sencillas Gemelas Totales chas no -va.da corr~9i-

alaa chicas (1-2 qrandes •• 1 •• 2 ...,h prorne do 
células) I> 2 dio 
•• 2 c~luiasl de 

•• 1 clan 

Hoscas flrl/mwh 

Testiqo 80 0.21 1171 0.01 1 41 0.00 1 01 0.26 1211 21 2.14 1.1 

0.032 40 0.21 (101 o.oo 1 01 O.OJ 1 11 O.lB 1111 11 1.27 1.1 0.1 

0.063 40 0.11 1 6) O.Ol 1 1) o.oo 1 0) O.IS 1 7) 7 2.00 o. 7 -0.4 

0.121 12 0.40 (21). 0.10 1 11 0.00 1 01 o.so 126)• 21 l.BO 2.0 0.9 

0.21 42 0.40 ( 17)• o.os 1 2) 0.02 1 l) 0.40 (20)• 18 1.83 1.8 0.7 

Hoscas THJ,Ser/mwh 

Trstiqo 40 O. ll I 11 0.00 1 01 0.00 1 0) 0.12111 1 1.20 0.5 

O.Oll 40 O.JI (14)• 0.00 I O) o.oo 1 01 O.JI f 14)• 14 1.07 1.4 0.9 

0.063 26 0.11 1 41 º·ºº 1 01 0.00 1 01 0.11 1 41 4 1.00 0.6 0.1 

0.121 40 0.21 1 IO)i o.is 1111• O.DO 1 01 0.12 1211• 18 2.10 1.8 l.J 

0.21 40 O.ll 1 91 0.22 1 91• O.DO 1 01 0.45 1181• 18 l.50 1.8 l.l 

AnUisln estadistico de acuerdo a Frei. y •,;:jrqler (1988). Niveles de probabilldad: alpha " beta • O.OS. +, 
positivo, 

• llo se recobró un nümero significativo de moecas flrl/rr.wh y THl, Ser/mwh en la concentración de 0.5 ctt. 
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Tabla II. Número y frecuencia de manchas/ala lndu:cidaa por colchlclna en Drosophlla. 

Can- Hanchas por ala (Número de manchas) Free. de 
puesto !onnaclón de 

clones x 10·1 

Conc. Nüme- Manchas Hanchaa Manchas Ha ne hu Han- Tama- oh ser control 
(mll( ro de sencillas sencillas G~las Totale1 chas !o -vada corregi-

alas chicas ¡1-2 grandes m • 1 m • 2 .... h P'°"' do 
c<\lulul (> 2 dio 

m • 2 célula&) d• 
m • 1 clan 

Hoscas flrJ/...,h .. 

testigo 40 0.11 1 61 0.01 1 21 0.01 1 21 0.21 1101 10 2.90 1.0 

0.06] 40 o.so (201• o.oo 1 01 o.os 1 21 0.11 1221• 22 1.64 2.l 1.2 

0.121 40 0.48 (181• 0.10 1 41 0.00 1 O( 0.11 (22}• 20 1.11 2.1 1.0 

0.21 40 0.20 1 8} O.Ol 1 11 0.00 1 01 0.22 1 91 9 1.67 0.9 -0.1 

o.s BO 0.16 (lll 0.01 1 11 O.DO I DI 0.17 1141 14 1.79 o. 7 -0.J 

1.0 80 0.20 ¡16} 0.01 1 l} 0.01 1 l} 0.22 (18} 18 1.16 0.9 -0.1 

2.0 14 0.64 1 91• 0.07 1 11 O.DO I DI o. 71 1101• 10 l.BO 2.9 1.9 

Hoscas THJ,Ser/mwh 

testigo 40 O.OB 1 ll O.Ol 1 I} O.DO 1 01 0.10 1 41 4 1.10 0.4 

0.032 40 O.JI (14}• o.oo 1 0} 0.00 ( O} O.JI (14}• 14 l.4J 1.4 1.0 

0.063 40 0.41 (18}• O.DO 1 01 0.00 1 01 0.41 (18}• 18 l.ll 1.8 1.4 

0.121 40 0.20 1 BI O.Ol 1 11 O.DO 1 DI 0.22 1 91 9 1.44 0.9 0.1 

0.21 40 0.11 1221• O.OJ 1 11 O.DO I DI 0.17 (ll}• 2J 1.17 2.4 1.9 

0.1 80 0.36 (29}• 0.01 1 l} o.oo 1 0} 0.J7 (JO}• 29 1.14 1.1 1.1 

1.0 40 0.10 1 41 O.OJ 1 11 O.DO I O} 0.12 1 11 1 l.BO 0.1 0.1 

AnAllsle eetadlstlco de acuerdo a rrel y Wilrqler (1988). Nlvelea de probabllldad1 1lph1 •beta • O.OS.+, 
poetivo. 
• No es recobraron""'"' !lrJ/mwh y THJ,Ser/mwh en laa concentraciones de 0.032 y 2.0 mH reapectlvamente. 
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Tabla III. Húmero y frecuencia de r:ianchas/ah inducidas por vincrl11tlna en Oro11ophlla. 

Com- Hanchn por ala INümero de rnanchu) rrec. de 
puesto formaci6n de 

clones X 10·~ 

Conc. Núme- Hanchas Ha ne has Hanchn Manchas Han- Tar:ia· obser control 
¡m11¡ ro de sencillas ser.nllas Cerr.eln Totales chas ño -vada corregl· 

alas chicas il-2 grandes l!I = 5 m • 2 ~ pr0«> do 
células) (> 2 dio 
". 2 células) de 

". 1 clan 

Hoscas flrl/m.,,.h 

Testiqo ªº 0.21 1171 O.O\ 1 4) o.oo 1 0) 0.26 (211 21 2.14 1.1 

0.1 40 O.Ja 1 llli O.OJ 1 11 0.00 1 O) 0.40 (161 16 1.62 1.6 0.6 

O.J 40 O.ll 1 9) 0.00 1 O) o.oo 1 0) 0.2) 1 9) 9 1.11 0.9 -0.2 

0.1 40 0.2) 1 9) 0.10 1 4) 0.01 1 2) O.Ja 1111 11 l.47 1.1 0.1 

1.0 40 O,\J llll• o.oa 1 i1 0.03 I 1) 0.63 1211• 21 1.64 l.6 l.\ 

Hoscas THJ,ser/tr.'olh 

Testiqo 40 0.13 1 1) o.oo 1 01 o.oo 1 0) 0.13 1 11 1 1.20 0.1 

0.1 40 O.JO (ll) 0.00 1 01 0.00 1 0) O.JO (lll 12 1.ll 1.2 0.1 

o.1 40 O. la 1 7) o.oo 1 0) 0.00 1 0) o.1a 1 7) 1 1.00 0. 7 0.2 

0.1 40 o.oa 1 ll o.oo 1 0) o.oo 1 0) o.oa 1 ll J 1.00 O.J -0.2 

1.0 40 O.la 1 7) o.oo 1 0) 0.00 1 0) O.la 1 7) 1 1.43 0.1 O.l 

AnUials estadistlco de acuerdo a Frel y Würgler (1988). Niveles de probabilidad: alpha • beta• o.os.+, 
positivo. 
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Tabla V. Número y frecuencia de 1na.nchas/ala inducidas por Vlnblutlna en larvas de Droaophlla. 

Edad Manchas por ala (Número de manchu) Freo. de 
al foruclón de 

término clone1 X 10·~ 

d•l NUme- Hanchas Hanchu Hanchaa Hanchaa Han- Tama- obser control 
Trat. ro de sencillas senr:illu Gemelas Totales chas ño -vada correql-

alas chicas (1-2 grandes m a S , •• 2 i::wh prOl!e do 
células) I> 2 dio 

m • 2 cHulasl de 
m • 1 clon 

Hoscas flrJ/..,h 

72 40 0.21 110) 0.10 1 4) 0.00 1 O) O.JI 114) 14 2.64 1.4 

84 40 0.4J 1171 0.11 1 6) 0.01 1 21 0.62 1211 21 2.20 2.6 1.l 

90 26 O. ll 1 8) o.os 1 21 0.04 1 ll 0.42 llll 1l 2.18 1.7 O.J 

96 40 0.22 1 9) 0.11 1 11 o.oo 1 01 0.40 (161 16 2.69 1.6 0.2 

102 14 0.17 1 BI 0.2l 1 JI 0.00 1 01 0.19 l lll• ll 2.J6 J.2 1.8 

lOB J2 0.62 1201• 0.28 1 9) 0.0J 1 ll 0.94 IJOI• JO 2.80 J.8 2.4 

114 18 O.J9 1 71 0.11 1 JI 0.06 I 11 0.61 llll 11 2.91 2.1 1.1 

l20 6 O.JJ 1 21• 0.17 1 11 º·ºº 1 º' 0.10 1 l) J 2.JJ 2.1 0.6 

Hoscas THJ,Ser/l!lllh 

72 40 0.12 1 1) 0.00 1 O) 0.00 1 O) 0.12 1 11 1 1.20 o.s 
84 40 0.40 1161• 0.11 1 6)• o.oc 1 º' 0.11 1221• 22 2.14 2.J 1.7 

90 20 0.21 1 1) 0.41 1 91. 0.00 1 01 0.10 1141• 14 4.4J 2.9 2.4 

96 40 0.12 11Ji• O.JI 1141• o.oc 1 º' 0.68 {ll)• 21 J.26 2.8 2.J 

102 20 O.JO 1 61 0.10 1 21 o.oc 1 01 0.40 I BI• 8 2.62 1.6 1.1 

108 40 O.JI 1141• 0.47 119)• º·ºº 1 0) 0.82 tlJI• JJ J.48 J.4 2.9 

ll4 22 O.J2 1 7) 0.2J 1 11• 0.00 1 O) 0.11 (12)• 12 J,JJ l.l 1.7 

120 6 O.Bl I 11• o.oo 1 0) 0.00 1 01 O.BJ I 11• 5 1.20 J.4 2.9 
TnIIu1s eatacI1st1co de acuer o a---Yre1 yWurQler!Hm. lhviiTea de probabihdac:t: alpha •beta• o.o5, 
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Tabla VI. Número y frecuoncla de manchas/ala inducidu por Colchicina en iarvn de Dro1ophila. 

Edad Hanchaa por ala (Número de manchu) Free. de 
al foroacl6n de 

término clonu X ID" 

del Núme· Mane hu Hanchu Manchaa Hanchu Han· Tana- obser control 
Trat. ro de aencillaa oenciliaa Gemelas Totalea chu ~o ·vada correqi-

alu chien (H qrandea •• 1 •• 2 ~ pr..,,. do 
células) (> 2 dlo 

m • 1 céluln) de 
•• 1 clan 

Hoscas flrl/mwh 

72 411 o.o (17) O.DB ( J) D.00 ( DI O.ID (10) 20 1.60 2.1 

le 40 0.40 (16) 0.03 ( ll 0.03 1 ll 0.41 ¡le) le 1.16 l.e -0.2 

84 J8 0.71 (27)1 0.16 1 6) 0.00 1 0) o.e1 (l3l• 33 2.30 3.6 1.6 

90 22 0.41 1 9) O. le 1 4) 0.01 1 11 0.64 1141 13 2.92 2.4 0.1 

Hoscas THJ,Ser/rnwh 

72 40 0.31 (11) 0.10 ( 4) O.DO ( O) 0.47 (19) 19 1.89 1.9 

e4 40 0.41 (le) 0.10 1 41 0.00 1 0) 0.11 (lll ll l.19 l.3 O.J 

90 40 o.2e 1111 0.21 1101 0.00 1 01 0.52 1211 21 2.e1 2.2 0.2 

96 40 O.Jl (11) 0.11 (10) o.oo 1 01 0.61 (11) 11 1.80 2.6 0.6 

102 2l 0.36 ( e) 0.23 1 11 o.oo 1 01 0.19 llll ll 3.3e 2.4 0.1 

108 J2 0.22 1 7) 0.12 1 4) 0.00 1 01 O.J4 (11) 11 2.41 1.4 ·0.1 

114 40 0.37 115) 0.03 1 11 0.00 1 01 0.40 1161 16 l.31 i.6 -0.3 

120 24 o. 71 (17) o.oe 1 21 0.00 1 01 o. 79 (191 19 l. 79 J.2 1.3 

An!llsis estadistico de acuerdo a Frei y llUrqior (1988). NivelOI de probabilidad: alpha •beta • 0.01. 
• No se recobró número significativo de orqaniemo1 flrl/r.l'olh en 101 tiempos de expolición de 102, 109 y 120 h. 
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