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DETECCION DE LESIONES AL ADN EN Zrosopfiila
melanogaster POR MUESTRAS DE AGUA
CONTAMINADA.

I. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion del agua.

Los rios arrastran gran variedad de desechos organicos y sustancias
quimicas producidas en gran medida por los sectores industrial, agricola y
domeéstico. La mayoria de estos residuos son arrojados al drenaje, alcanzando
posteriormente a otros sistemas hidroldgicos (Houk 1992). Los desechos
industriales son indeseables en todos los ambitos, millones de litros de los
afluentes industriales se descargan diariamente en rios y sistemas de
desaglies municipales, amenazando la salud de los pobladores y deteriorando
el ambiente (Grisham et al 1986, Buffler et al. 1985; citados por Houk 1992).
Algunos de estos compuestos son téxicos para los seres vivos, como |o
confirman los indices de morbilidad de poblaciones cercanas a rios con
descargas industriales constantes. Las practicas de eliminacion de desechos
industriales del pasado y las del presente no han beneficiado significativamente
a la salud de los organismos de entornos inmediatos a los sitios de
contaminacion y, en general, al medio ambiente. La regulacidn de la calidad de
los desechos industriales es poco eficiente, ya que aun se descargan
compuestos altamente genotdxicos, como se ha probado con multiples
ensayos de mutagénesis. El uso de organismos para valorar diferentes niveles
de la respuesta genotéxica permite avanzar en el conocimiento del peligro que
implica para los seres vivos la exposicién a diversos compuestos (Houk, 1992).

Las descargas industriales tienen un potencial peligroso, tanto para
organismos del medio acuatico como del terrestre, dado que en el ambiente
éstas forman mezclas complejas que pueden contener sustancias
potenciaimente activas, ya sean solas o en combinacién con otras (Houk,
1992).
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RESUMEN

Los estudios sobre el dafo genético provocado por aguas contaminadas
son relevantes para el bienestar de los organismos vivos ya que una vez que el
ADN es alterado, el cambio se transmite a generaciones futuras. La prueba de
reparacion in vivo del ADN se utiliza para determinar la induccién de dafo al
ADN por accion de algunos agentes quimicos a traves del uso de mutantes
deficientes en el sistema de reparacion del ADN (mei-9° mei-41°%) (Nguyen et
al. 1979, Fujikawa, 1988, Negishi et al. 1993). Las ventajas de este sistema es
que los efectos de dafio al ADN se puede monitorear independientemente del
sexo por medio de la comparacién de la sobrevivencia de las moscas
deficientes y las eficientes en reparacion de ambos sexos (Obona 1994). Se
considera esta prueba como un bioindicador de dafo directo al ADN por

compuestos contenidos en muestras de agua contaminada.

Con este trabajo se pretende obtener evidencias de la utilidad de la prueba de
reparacion in vivo para identificar la induccion de dano al ADN, como prueba
preliminar para otras pruebas de mutagénesis en Drosophila melanogaster.
Analizar la aplicabilidad del indice de sobrevivencia para comparar la actividad
genotoxica de muestras de agua.

Se utilizaron cepas de moscas con los siguientes marcadores: FM7, y°'°
sc® w? sn*? v g* B' / y' mei-9? mei-41°° ( refiriéndose brevemente como FM7 /

1P%), presenta un balanceador cromosomico el cual suprime el

y' mei-9° mei-4
entrecruzamiento del cromosoma X. Se colectaron siete muestras de agua y se
aplicaron a larvas de 72 horas en viales con medio estandar Carolina, también
se aplico a la prueba a cuatro compuestos de referencia. Los tratamientos
aplicados a la cruza FM7 /y' mei-9? mei-41°° se corrieron a la par con la linea
de referencia silvestre Canton-s. Todos los organismos que liegaron a adultos
se clasificaron, registraron y se determinaron indices de sobrevivencia e indices
sexuales.

CRUZA: Hembras FM7 /y' mei-9° mei-41°% X Machos y' mei-9? mei-41°%/Y

Los indices de sobrevivencia que se graficaron de la linea FM7 / y' mei-9° mei-
41P% muestran un comportamiento similar en los fenotipos eficientes y
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deficientes. Con la aplicacién de esta prueba se pudo observar que es sensible
a la deteccién de compuestos que son toxicos a las moscas. Solo en dos de las
muestras de agua colectadas hubo toxicidad en las concentraciones mas altas
en ambas lineas de moscas. En general la sensibilidad de los individuos de la
linea FM7 / y' mei-9% mei-41°° es mayor a los agentes contaminantes de las
agua probadas que los de la linea silvestre Canton-s.

En todas las muestras de agua tratadas se observa que disminuye el
indice de sobrevivencia en la minima concentracién (0.4 %), en relaciéon al
testigo disminuye el indice entre un 30% y 50%. No se logra observar un efecto
positivo de dano al ADN en las muestras de agua ya que no existe marcada
diferencia entre los individuos proficientes y deficientes en reparacion. La
prueba de reparacion in vivo de dafo al ADN en Drosophila melanogaster, fue
positiva en los compuestos ENU y MMC. Las moscas utilizadas en la prueba de
reparacion del DNA in vivo de Drosophila no mostraron dafio genotoxico a la
exposicion de NaOCN ni de NiSO4 La prueba de reparacién discrimind a las

muestras de agua en: muy toxicas, toxicas y no toxicas.
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DETECCION DE LESIONES in vivo AL ADN EN Drosophila
melanogaster INDUCIDAS POR MUESTRAS DE AGUA
CONTAMINADA.

I. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion del agua.

Los rios arrastran gran variedad de desechos orgéanicos y sustancias
quimicas producidas en gran medida por los sectores industrial, agricola y
doméstico. La mayoria de estos residuos son arrojados al drenaje, alcanzando
posteriormente a ofros sistemas hidrolégicos (Houk 1992). Los desechos
industriales son indeseables en todos los ambitos, millones de litros de los
afluentes industriales se descargan diariamente en rios y sistemas de
desaglies municipales, amenazando la salud de los pobladores y deteriorando
el ambiente (Grisham et al 1986, Buffler et al. 1985; citados por Houk 1992).
Algunos de estos compuestos son téxicos para los seres vivos, como lo
confirman los indices de morbilidad de poblaciones cercanas a rios con
descargas industriales constantes. Las practicas de eliminacion de desechos
industriales del pasado y las del presente no han beneficiado significativamente
a la salud de los organismos de entornos inmediatos a los sitios de
contaminacion y, en general, al medio ambiente. La regulacion de la calidad de
los desechos industriales es poco eficiente, ya que aun se descargan
compuestos altamente genotéxicos, como se ha probado con multiples
ensayos de mutagénesis. E! uso de organismos para valorar diferentes niveles
de la respuesta genotoxica permite avanzar en el conocimiento del peligro que
implica para los seres vivos la exposicion a diversos compuestos (Houk, 1992).

Las descargas industriales tienen un potencial peligroso, tanto para
organismos del medio acuatico como del terrestre, dado que en el ambiente
éstas forman mezclas complejas que pueden contener sustancias
potencialmente activas, ya sean solas o en combinacién con otras (Houk,
1992).

Fernandez et al. (1992; Citado por Houk, 1992) encontraron en los
4



Fernandez et al. (1992, citado por Houk, 1992) encontraron en los
sedimentos de las costas de Esparia multiples clases de compuestos de origen
antropogeénico, incluyendo halogenados organicos, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, sulfuros heterociclicos, oxigenados organicos, nitroarenos y otros
compuestos conteniendo nitrégeno. El origen de estos compuestos se asocia
con pesticidas, combustibles fosiles, productos de combustién por foto
oxidacion, emisiones vehiculares y de industrias intermedias.

La Agencia de proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA,
Environmental Protection Agency) y la TRI (Toxic Release Inventory) reportaron
que en 1994, en una poblacion de 22,744 habitantes de los Estados Unidos se
liberaron al ambiente 2.26 millones de libras de sustancias téxicas (Claxton et
al. 1998). La contribucion de las descargas incluidas en el inventario realizado
se distribuyeron de la siguiente manera: aire (68.8%), suelo (12.8%), subsuelo
(15.4%) y agua superficial (2.9%). De los compuestos toxicos probados en este
reporte, aproximadamente un tercio de la mezcla resultaron carcinégenos para
roedores. La mayoria de estos carcindgenos se descargaron como
componentes de mezclas complejas en afluentes liquidos, emisiones aéreas y
desechos sélidos. Adicional a esto, otros genotdxicos se liberaron al ambiente
en forma de quimicos especificos o a través de transformacion bioldgica. En
consecuencia, no es de sorprenderse que se haya incrementado la relacion que
existe entre los genotoéxicos y los carcinégenos, asociados con la liberacién de

desechos complejos de industrias a los afluentes (Claxton et al. 1998).

Se han utilizado diversos modelos biologicos para probar la
genotoxicidad de un amplio rango de afluentes industriales y de desechos.
McGeorge et al. (1985; citado por Houk, 1992) usaron la prueba de Salmonella
para evaluar 33 afluentes de 27 industrias que incluyeron refinerias petroleras,
e industrias de: sintesis de compuestos organicos, manufactura de resinas y de
pinturas. Los resultados positivos obtenidos en los bioensayos utilizados
mostraron que muchas de esas industrias emiten genotdxicos al ambiente
(Claxton et al. 1998). Estudios realizados en plantas y animales también
proveen evidencias de los efectos genotdxicos provocados por los desechos.
Klekowski y Levin (1979) estudiaron el crecimiento de helechos en rios
altamente contaminados con afluentes provenientes del molido de la pulpa y del
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papel y _encohtraron que la frecuencia de alteraciones cromosomicas en las
plantas colectadas a lo largo de los rios era mayor que en helechos que
crecieron en sitios libres de contaminantes (Houk, 1992). Estudios con peces de
agua dulce y marinos han mostrado gran incidencia de neoplasias en
organismos capturados en afluentes contaminadas por industrias (Brown et al.,
1973; Hershberger et al. 1984, Malis et al. 1984, citados por Houk, 1992). En
otros estudios, peces expuestos a contaminantes en el rio Rhin, han
presentado dafio citogenético significativo (Alink et al. 1980, Malis et al. 1984,

citado por Houk).

Algunas personas que habitan en sitios aledafios a zonas de descarga
industrial presentan diversos trastornos fisicos y neuronales como: irritacion de
la piel, pulmones, nauseas y alteraciones en las funciones hepaticas (Grisham
1986, Buffler et al. 1985; citados por Houk, 1992). También se han
documentado otros efectos en la salud como cancer gastrointestinal, defectos al
nacimiento, anormalidades reproductoras y de vejiga (Budnick et al. 1984;
Golman et al. 1985; Griffith et al. 1989, Najem et al. 1985; Vianna y Polan 1984;
citados por Houk, 1992).

Para entender mejor el efecto genotdxico de ambientes contaminados
sobre los seres humanos y el ecosistema en general, es necesario realizar mas
investigaciones acerca de sitios contaminados, la composicion quimica de las
descargas industriales, el efecto genotdxico que producen y la integracion de la
informacion obtenida para sustentar la toma de decisiones. En la mayoria de los
organismos, las alteraciones al material genético son deletéreas y pueden tener
consecuencias severas e irreversibles en la salud, como es la asociacién con el

cancer, Figura 1 (Houk, 1992).
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Figura 1 Efectos a nivel celular provocados por lesiones al ADN
(Modificado de Popoca, 2001)
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Si bien, el uso de bioensayos se ha enfocado en gran medida a
determinar la toxicidad aguda de agentes peligrosos, esto representa solo el
primer nivel de impacto que pudieran tener los compuestos tdéxicos en un
ecosistema acuatico. Actualmente esta bien establecido que muchas descargas
industriales contienen sustancias que no provocan efectos agudos, pero que
son capaces de reducir de manera indirecta la sobrevivencia de los organismos
expuestos al dafiar al material genético de sus células germinales y somaticas.
Los analisis quimicos detallados de compuestos particulares y de su efecto en
los organismos aportan soélo informacion parcial ya que la posibilidad de
estudiarlos en la forma en que se encuentran en el ambiente, que es
esencialmente formando mezclas complejas, resulta limitada. Por otro lado, una
desventaja del estudio de las mezclas complejas consiste en el
desconocimiento de la composiciéon y las interacciones entre los diversos
componentes, aunado a su baja especificidad en la identificacion puntual del
factor causante del dafio genotéxico a niveles de concentracion en los que no
hay evidencias aparentes de toxicidad (Witthe et al. 1996).

La interaccion de los genotoxicos con el ambiente puede alterar Ia
composicion quimica de las mezclas complejas, los resultados de dicha
interaccion son dificiles de identificar particularmente, aunque si es posible
monitorear cambios en la actividad genotoxica de las mezclas complejas a
través del uso de bioensayos (Claxton et al. 1998). Una alternativa para probar
la genotoxicidad de los desechos industriales es tratar la mezcla como una sola
unidad, es decir probar el extracto crudo. Hook y De Marini (1988, citado por
Houk,), De Marini et al. (1987), Marini et al. (1989) y Simons et al. (1988)
administraron muestras de desechos crudos a diversos sistemas biologicos,
para evaluar induccién de: mutagénesis en bacterias, dafo directo al ADN,
mutaciones letales en roedores, hepatoxicidad y deteccién de aductos de ADN
(Houk, 1992).

El enfoque anterior permite proponer la aplicacion de metodologias,
sensibles, de corta duracion que, a manera de un tamiz preliminar,
proporcionen informacién con significado biologico acerca de la peligrosidad de
la muestra y, por ende, sirvan de base para evaluar la pertinencia de aplicar
metodologias adicionales enfocadas a establecer el mecanismo implicado en la

actividad encontrada.
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1.2 Drosophila como Biomonitor

La mosca Drosophila es un insecto que pertenece al orden Diptera que
agrupa a aquellos organismos en los que sélo el primer par de alas es funcional y el
segundo se ha transformado en o6rganos del equilibrio, llamados alterios o
balancines. Las especies de Drosophila son cosmopolitas por lo que se les
encuentra en todo tipo de clima, altitud y latitud; se localizan especialmente en las
frutas suaves en proceso de fermentacion y en general en alimentos con alto
contenido de &cido acético (Ramos ef al. 1993).

El desarrollo de Drosophila melanogaster presenta un periodo de
embriogénesis dentro del huevo y una sucesidon de estadios larvales que culminan
con una metamorfosis completa, de la que finalmente surge el imago o adulto. La
secuencia y duracion de los diferentes estadios en el ciclo de vida son: huevo, larva
1¢ estadio, larva 2° estadio, larva 3° estadio, pupa e imago (figura 2). La duracion del
ciclo de vida completo es de 95 a 10 dias en condiciones controladas de
temperatura, 25° C y humedad relativa, 60% dentro del laboratorio. Los cambios en
la temperatura afectan la duracion del ciclo de vida.

Las larvas presentan dos linajes celulares diferentes; las células larvarias y
las imagales. Las células larvarias forman el cuerpo de la larva, se caracterizan
porque han perdido la capacidad de division y solo aumentan de volumen, como es
el caso de las células de las glandulas salivales que presentan endo-duplicacion y
forman los conocidos crcmosomas politénicos. Las celulas imagales son de menor
tamario, diploides y se dividen mitoticamente, estan determinadas genéticamente
pero no diferenciadas y en la larva se localizan en estructuras denominadas discos
imagales. Al final del tercer estadio larvario, la larva forma el puparium a partir de la
cuticula larvaria, la cual se endurece y torna oscura. En la pupa ocurre la
metamorfosis y con ella, la diferenciacion de los discos imagales. La hormona
ecdisona es el inductor de la metamorfosis en la mosca y esta involucrada en la
destruccion de diferentes tejidos y érganos larvarios (histolisis) como las glandulas
salivales y el intestino entre otros. La mayor parte de los é6rganos del adulto se
forman a partir de los discos imagales (de los que surgen los apéndices como ojos,
alas, patas, aparato bucal y genitales) o de conjuntos de células especificas, como
los histoblastos (que forman la pared del abdomen de la mosca) (fig. 3). El estadio

T
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los histoblastos (que forman la pared del abdomen de la mosca) (fig. 3). El estadio
de pupa dura de 3 a 5 dias hasta que emerge el imago o adulto, el cual inicia su
actividad reproductora en cuanto despliega y seca sus alas (Ramos et al 1993).

1 dia Huevo

@1ty R

Larva 1° estadio

8
__—larva 2° estadio

-

Larva 3° estadio
1 dia I.
(70 hr) ™ ﬁ

2.5 a 3 dias

1dia
(46

(117 hr
Pupa

35a45
Dias

(213 hr)

Figura 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Tomado de Fly
Database, 2000).

10

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




La informacion sobre la genetica de Drosophila melanogaster ha hecho
que este o:‘gahiémo sea considerado un sistema experimental unico, siendo
ptééticamente el mas usado, al menos en todos los aspectos de la genética de
los ‘organismos con un nivel de complejidad determinado. Sin duda es un
organismo ideal para el monitoreo de componentes quimicos con actividad
mutagénica en programas de monitoreo de la actividad genotdxica de
compuestos quimicos y mezclas complejas in vivo, generando resultados
principalmente en la determinacion de efectos tanto en células germinales,
como en somaticas (Graf y Singer, 1992).

E! éxito obtenido por este sistema in vivo se debe principalmente a las
ventajas que proporciona su uso: la duracion del ciclo de vida, se requiere poco
espacio para contener poblaciones numerosas y su mantenimiento es
econdmico; ademas de que en cada generacion se obtienen progenies
numerosas que facilitan la obtencion de decisiones con significancia
estadistica. Drosophila posee una actividad metabdlica capaz de transformar
una variedad considerable de compuestos (Graf ef al.,, 1984), por lo que es
considerada una especie no-mamifero ideal para pruebas in vivo de quimicos
con actividad genotdxica (Wurgler, et al, 1987). Tal vez, entre las multiples
ventajas de este organismo destaca la accesibilidad a numerosos mutantes,
cuyo estudio y aplicacion ha contribuido de manera relevante al estudio de la
transmision de los genes, procesos metabolicos, la regulacién de los genes
durante el desarrollo y muchos otros, entre los que se encuentran los mutantes
meidticos asociados con deficiencias en la reparacién por escisién y la

reparacion postreplicativa.
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1.3 Reparacion

Con excepcion de las mutaciones puntuales, la ganancia o la perdida de
bases que conducen al corrimiento del marco de lectura, o la variacion en el
numero de cromosomas o de complementos cromosomicos, la mayoria de las
alteraciones inducidas por genotéxicos afectan a la integridad del ADN, como
las deleciones provocadas por rompimiento directo de las hebras, o bien, el
dafio a la integridad del ADN por distorsiones de la molécula como
consecuencia de la alquilacién, la formaciéon de enlaces cruzados ADN-ADN o
ADN-proteinas, la formacién de aductos ADN-proteina, la intercalacion de
moléculas en la hebra del ADN (agentes intercalantes), entre otros. Asi,
dependiendo del tipo de lesidn, el o los mecanismos de reparacion que resulitan
implicados en el mantenimiento de la integridad del material hereditario, son
también variados.

Entre los indicadores de alteraciones en el ADN se encuentran las
distorsiones en la hélice y los cambios quimicos en las bases que la forman. De
manera general, se han identificado diferentes niveles de reparacién que
resultan implicados dependiendo del tipo de dafio (tabla 1).

Se han encontrado mas de 35 mutantes deficientes en la reparacion de
ADN en Drosophila, los que se han caracterizado de acuerdo con su habilidad
para mantener la integridad de la informacion genética y la correspondiente
agregacion de los cromosomas durante la meiosis. Se han identificado tres
grupos principales:
1) Mutantes deficientes en reparacion pre-replicativa. Este grupo se puede
subdividir a su vez, en tres subgrupos:
a) Por escision de bases inducidas por agentes alquilantes (AA) y
rayos UV.
b) Fotorreparacién especifica para reparacion de dafio inducido por
AA, pre-replicativa.
¢) Por escision de nucleotidos para reparar dimeros de Timina.
2) Post-replicacion del tipo de transiesion.
3) Reparacion post-replicativa del tipo recombinogénica.
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TABLA 1. TIPOS DE SISTEMAS DE REPARACION (Lehninger, 1995).

TIPO DE LESION SISTEMA PROTEINAS/ENZIMAS
Dam Metilasa, Mut H, |-
Cambios de bases mal
APAREAMIENTO L, S, Helicasa II, SSB,
apareadas.
INCORRECTO DNApol 111,

Exonucleasa I, Ligasa

Bases modificadas,
alquilacioén, dimeros de

pirimidina.

ESCISION DE BASES

DNA Glucosilasa, AP
Endonucleasa,

DNApol I, Ligasa.

Lesiones por cambios

ESCISION DE

ABC Exonucleasas

estructurales, dimeros NUCLEOTIDOS (Uvr),
de pirimidina. DNApol I, Ligasas.
Agentes metilantes y .
DNA Fotoliasa,
alquilantes, dimeros de DIRECTA
. . Metiltransferasas
pirimidina
Todos los anteriores y .. Rec A, polimerasas,
o RECOMBINACION i
rompimientos de doble Ligasas
cadena
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~ En 1987 Boyd y. Harris mediante analisis molecular de una region del
cromosoma de Drosoph//a proveniente de mutantes con deficiencia en la
,fro,togrepatac]pn,y, en la reparacion por escision, determinaron que el gen phr
participa‘:_ehj ;akr‘hbibs ‘procesos y es analogo al grupo de genes de
corhplem_enta’ciéh de Xeroderma pigmentosum (XPB) y también, que los genes
meieQ tie’nen‘una funcién similar, con una fuerte capacidad de fotorreparacion
(Boyd y Harris, 1987).

En la mosca Drosophila los genes mejor estudiados asociados con la
reparacion por escision de nucleétidos (NER) son el grupo de alelos mei-9. En
eucariontes se ha determinado el mecanismo basico de la NER. En humanos el
dafio es reconocido por la accion de una proteina XPA, la cual acarrea otras
proteinas, incluyendo helicasas y endonucleasas. La proteina XPF (ERCC4 en
humanos; Rad 1p S. cerevisiae, MEI-9) y la proteina ERCC1, comprenden
a las endonucleasas que realizan la escisién en sentido 5' > 3’ hacia el sitio del
dafo. La escision en sentido 3' > &' lo realiza la proteina XPG (Rad2p en S.
cerevisiae). La cadena dafada se remueve y se reemplaza por la sintetizada a
partir de la cadena complementaria que funciona como molde (Sekelsky et al.
1998).

En eucariontes, el control del ciclo celular esta determinado por los
denominados puntos de verificacion que provocan el arresto de las fases S o G,
cuando los cromosomas no estan completamente replicados o estan dafados.
Se han reconocido genes reguladores en levaduras como RAD17 y RADS que
se requieren para el arresto de las células danadas en la fase G,. El ciclo
celular mitético se desarrolla por una serie de eventos esenciales: la replicacion
del ADN se completa antes de entrar a mitosis; la condensacién cromosoémica,

antes de la segregacion (Weinert et al. 1994).

Los puntos de verificacion suministran a la célula las condiciones
necesarias para completar la replicaciéon y reparar el dano al ADN antes de la
segregacion de cromosomas. Estas funciones tienen dos consecuencias
relacionadas: la primera es que los puntos de verificacion aseguran que la
célula mantenga la integridad de su genoma y minimo el dafio al ADN que
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ocurre en forma espontinea. La segunda, es que permiten responder ante el
daiio al ADN o posponer la replicacion. Estas consecuencias se han estudiado
mucho en el genoma de levaduras con los genes mutantes rad que resuitan ser
deficientes en reparacion (Weinert et al. 1994).

En Jevaduras existen seis genes que panticipan en los puntos de
verificacién del ciclo celular y que estan involucrados en el procesamiento de la
transduccion de sefales, mismas que tienen como blanco el control de los
puntos de restriccion. Estos genes son esenciales para la mitosis y actian de
forma dominante, como el grupo de los genes cdc, figura 3 (Weinert et al.
1994).

Factores de crecimicento
Oucopencs
Ciclicas

Reparacion . Iricia ciclo L
Mlﬂtﬁlk l__ CDK's, proteinas cinmas
.. Reparacicn directa
Reparacion por: “/ : fa .
wm ) v Metiltransferasas
ircipaad
Tarmbién BER y NER

Figura 3. Control del ciclo Ceiular y los tipos de reparacion del ADN que
operan. (Modificado de Nickoloff y Hoekstra, 1998)
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El modelo de reparacion por escisién de nucledtidos involucra
reconocimiento, incision, degradacion, polimerizacion y finalmente ligamiento de
la.nueva cadena reparada. En la etapa de reconocimiento estan presentes los
productos génicos de ERCC1, XPA, XPF, seguida de la interaccion de los
factores de transcripcion TFlIH. Estos factores contienen a los productos
* génicos XPB y XPD y este complejo representa la union directa con el ADN
durante la reparaciéon. El evento de incisién esta acompariado por los productos
génicos ERCC1 y XPG que actuan como endonucleasas. Posteriormente,
entran en accion las enzimas ADN polimerasas (¢,v) y las ligasas que completan

el proceso de reparacion (Bohr ef al. 1993).

Los productos génicos ERCC1 interactuan fuertemente con MEI-9 y se

dimerizan para formar una endonucleasa funcional. Esta proteina tiene
actividad de endonucleasa en diferentes sistemas biolégicos, como en los
heterodimeros de XPF en humanos, que presentan homologia con los genes
ERCC1°™Mei9. En levaduras, los genes de las endonucleasas de reparacion

por escision son los RAD10 Figura 4 (Sekelsky et al. 2000 a).

ERCC1°" [RGNPI L KS IJ-NVPLE FRP|D---IVPDYVVGRTHCVLYLSLKYH ([NLNPDY | CQRLK LG
ERCCt1 RGNPVL KF VRNVPWEF--{3(D---VIPDYVLGO$T| CALFLSLRYH |NLHPDY I|HGRLQLG
Rad10 K%NPLL NHLKSTNWRY VSS——--IYtDYLV - RGRSVLFLTLTYH KLY}\/DY I|SFlRMQLS

Figura 4. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de los genes Ercc1°" de
Drosophila comparados con los genes homologos de humanos ERCC1 y Rad 10
de S. cerevisiae. (Tomado de Sekeisky et al. 2000 a).

Los genes mei-9 se clonaron independientemente por el registro de
expresion diferencial, en el cual un clon P1 que contiene un fragmento de la
region citogenética 4B3/4, se hibridizé de un extracto de RNA inmovilizado de la
forma silvestre de mei-9 a partir de un extracto de Drosophila
Smith 1996).

(Dusenbery vy

de

transgénicas de Drosophila no afecta el nivel de reparacion de lesiones por

La sobreexpresion la ADN-polimerasa [} en construcciones
accion de rayos UV, o por agentes que causan dafio al ADN, como el Metil

metano sulfonato (MMS) o la Mitomicina C, pero en organismos transgénicos
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increméntan lé_ recombinacion espontanea, tanto mitética como meiédtica, de
ménera que la pol-B puede tener una funcién especial en la reparacion de ADN.
Las ADN polimerasas a, 3 y 8 nucleares se han identificado en Drosophila y
algunos de sus clones (Dusenbery y Smith, 1996).

La inactivacion de los genes mei-9 resulta en una hipermutabilidad en
respuesta a varios agentes alquilantes. Los efectos de mei-9 sobre la induccién
de mutacion se han podido determinar con mas de 30 sustancias
carcinogénicas (Vogel 1989, citado por Nivard ef al. 1996). Para el caso de los
agentes alquilantes ciclicos y monofuncionales existe una relacion positiva entre
los agentes nucleofilicos selectivos y los agentes electrofilicos, asi como
aumento en la frecuencia de mutacion bajo condiciones de deficiencia en
reparacién. Los aductos de N-alquil son los principales sitios de ataque de la
actividad de reparacion por escision. Asi, los mutantes mei-9 son deficientes en
reparacién por escision de nucleétidos y posiblemente también tienen reducida
la actividad de las enzimas AP endonucleasas, ya que los sitios AP se van
acumulando (Nivard et al. 19986).

Vogel (1989, citado por Nivard et al. 1996) mostro que en la reparacion
por escision de nucledtidos en Drosophila, los mutantes mei-9 mostraron mayor
sensibilidad ante el efecto del metil metanosulfonato (MMS) y la metil nitroso N-
guanidina (MNNG) comparada con la de moscas silvestres, 5.8 y 3.6 veces
mayor, respectivamente. En el mismo estudio se encontré que las lesiones
inducidas al ADN por el alquilante DMN en células espermaticas en maduracion
no dependen de las condiciones maternas de la NER. En contraste, la induccion
de mutacidén en espermatidas se facilitd 6 veces en ausencia de las funciones
de mei-9 (Nivard et al. 1996).

En la meiosis se han incorporado dos caracteristicas de la mutante mei-9
en las funciones de la proteina MEI-9: inestabilidad para generar
entrecruzamiento y la presencia de segregacion post-meidtica (PMS). Durante
la reparacion por recombinacién, la formacién de los heteroduplex requiere
reparacion por apareamiento incorrecto que depende de la abertura de una de
las cadenas de ADN. Se requiere de la proteina MEI-9 para realizar las
aberturas de la cadena durante la reparaciéon por recombinacion. La ausencia
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de la actividad de reparacion de los mutantes mei-9 presenta una oportunidad
de detectar heterodiplex sin intermediarios recombinacionales, figura 5
(Sekelsky et al. 1998). Las hembras homocigotas para el alelo mutante mei-9,
presentan menor entrecruzamiento meidtico (por debajo del 10% del silvestre).
Sin embargo tienen altos niveles de PMS, la cual se manifiesta en la progenie
como individuos que portan un solo cromosoma materno pero son mosaicos
para ambos alelos maternos. Estas hembras son capaces de generar
recombinacion intermedia en los heterodiplex de ADN pero son deficientes
tanto en la reparacion de bases no apareadas en los heteroduplex, asi como en
la resolucion de estos intermediarios como intercambios reciprocos. Se ha
encontrado que {a proteina MEI-8 puede actuar directamente para resolver las
uniones tipo Holliday (HJ) con intermediarios recombinacionales, pero los
mutantes mei-9 no reparan por recombinacién en la regién dafada, Figura 6
(Sekelsky ef al. 1995).

a b +
. -}
mei-9 -m
rompimiento doble cadena mei-21, + b c
. ... ]
L J
| —
a b c Entrecruzamiento
L ¥ - 3
Lk __ - ]
e —— TO
+ + +
Genes de reparac((m de
rompimiento de doble cadena c
mei-Weés TN
L]
mei-P22 (mei-41) +
. ]
. ]
+ + +
Sin entrecruzamiento

FIGURA 5. Participacion de diferentes genes en la reparaci6n durante la
recombinacién meiética (Sekelsky et al. 1998).
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FIGURA 6. Resoluciéon HJ mediada entrecruzamiento, no hay rompimiento
de cadenas por ia ausencia de las proteinas MEI-9 por lo que no ocurre
entrecruzamiento ni reparacién por apareamiento incorrecto de la regién
dafada (amarillo) (Sekelsky et al. 1998).

La respuesta celular al dafio al ADN involucra varios pasos que:
identifican el dano, activan la ruta especifica de reparacion y traducen las
sefiales celulares que coordinan las actividades celulares, sobre todo aquellas
que regulan el desarrollo correcto del ciclo celular. Vivino (1986; citado por
Dusenbery y Smith, 1996) proporcioné evidencia de la activacion de genes ante
la respuesta a radiaciones UV, identificando un transcrito de 1Kb después del
tratamiento de células de Drosophila en cultivo. Howard y Flanders (1989;
citado por Dusenbery y Smith, 1996) utilizaron MMS y determinaron mas de 20
proteinas que se sintetizaron en respuesta al tratamiento de las células con
estos compuestos. La observacion de rupturas y fisuras en cromosomas
metafasicos de células mutantes mei<47 y de células sin mutacién es
contrastante, porque muchos organismos poseen puntos de restriccion del ciclo
celular que previene a la célula de tener dafio al ADN presente en G, y aun en
M. Asi, el analisis fenotipico de las mutantes mei-41 sugiere que, en ausencia
de los productos génicos de mei<41, ia célula presenta rompimientos de doble
hebra y sin embargo, la célula entra a mitosis (Hari et al. 1995).

Empleando electroforesis, Todo y Ryo (1994; citado por Dusenbery y
Smith, 1996) identificaron dos complejos proteicos en células embrionarias de
cepas de Drosophila de tipo silvestre Canton-S eficientes en reparacion. La
secuencia de ADN y la comparacion fenotipica sugieren que mei-41 es
estructuralmente homologo a los genes de la enfermedad humana Afaxia
Telangiectasia (AT) (Dusenbery y Smith, 1996). Existe una gran cantidad de
alelos mei41 (70-100). Las proteinas MEI41 pertenecen a la familia de
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proteinas similares a cinasas P13 que incluyen las de humanos ATM, ADN-
PKcs, las de S. cerevisiae Mec1p y la de S. pombe rad3 (Hari, et al. 1995). Los
- genes. MEC1/ESR1 de Saccharomyces cerevisiae (mutantes de la mitosis que
ac‘tiuan como “punto de chequeo”) bloguean la entrada a mitosis cuando la
replicacion del ADN esta incompleta o cuando se expone al organismo a un
agente genotdxico, por lo que se sugiere un mecanismo regulador que ordena y
completa los eventos del ciclo celular. Los genes MEC1 son esenciales para la
funcion de monitoreo de los puntos de restriccion en la transicion G1/S o G,/M.
Las mutantes MEC1 muestran una reducida recombinacién meiética. En D.
‘melanogaster se requiere de una proteina de 270 KD para el mismo proceso y
aparece en ambas funciones estructurales homdlogas a MEC1 (Keith, et al.
1995).

Hari y colaboradores (1995) clonaron los genes mei-417 y los
secuenciaron, observando que pertenecen a una familia de proteinas grandes
gque incluyen el producto de varios genes que actuan como “punto de chequeo”
en el ciclo celular. También durante la embriogénesis y en la oogénesis, la
proteina MEI-41 tiene varias funciones, ademas de su funcion somatica como
sensor de dario al ADN ( Hari et al. 1995).

La mayoria de los alelos mutantes mei-47 reducen el entrecruzamiento
meiotico en la célula hasta en un 50%. El complejo sinaptonémico es
aparentemente normal, pero con menos nodulos de recombinaciéon vy
regularmente existen deformaciones morfolégicas que se forman en la regién
de la cromatina descondensada. Ocurre no-disyuncién del cromosoma X el cual
se pierde hasta en un 10%. Las hembras homocigotas para los alelos mei-41
producen poca © ninguna progenie viable, en embriones derivados, se
presentan defectos mitdticos que causan letalidad en todos los estadios
embrionarios (Hari ef al. 1995).

Al igual que en los seres humanos, en Drosophila el dafio severo al ADN
puede inducir apoptosis y el factor transcripcional que regula esta respuesta es
p53; a su vez, este factor tiene reguladores que lo activan. Los candidatos para
regularlo serian las proteinas cinasas mencionadas anteriormente (Sekelsky et
al. 2000 b).
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Il. ANTECEDENTES.

2.1 Prueba de reparacion del ADN en Drosophila melanogaster

La prueba de reparacién in vivo del ADN en Drosophila se utiliza para
determinar la induccién de dafio al ADN por accion de agentes quimicos a
través del uso de mutantes deficientes en el sistema de reparacion de ADN,
mei-9° mei-41°% (Nguyen et al. 1979). Es una prueba de corta duracién y
especifica, que permite aplicar tratamientos agudos o cronicos, se utilizan
genes recesivos ligados al cromosoma X, que afecta la reparaciéon por escision

(mei-9%) y la reparacién posreplicativa (mei-41°%) (Negishi, 1991).

En 1979, Nguyen et al., proponen utilizar a los mutantes mei-9° y mei-
- 41%° de Drosophila en el disefio de un sistema de cruzas para determinar la
capacidad de un posible genotéxico para inducir lesiones al ADN que requieran
ser reparadas mediante los mecanismos de reparacion por escisién y de
reparacidn postreplicativa. Esta metodologia ofrecia la ventaja de ser un
sistema in vivo que informaria de la importancia de estos mutantes en la
respuesta genotoxica y, probablemente, también del tipo de lesiones asociadas
a la exposicion a determinados genotoxicos. Esta cruza seria ademas
altamente sensible debido a que la presencia simultanea de ambos marcadores

confiere hipersensibilidad al dafio inducido por mutagenos / carcindgenos.

En 1988, Fujikawa propone la prueba de reparacion del ADN para
Drosophila melanogaster utilizando las mutaciones recesivas mei-9° y mei-41°°
sin embargo dado que ambas mutaciones estan ligadas al cromosoma X y en
homocigocis producen esterilidad, se incluyd el arreglo de cromosomas
compuestos, reversos, acrocentricos, C(7)DX para balancear el sistema de
cruza, lo que da como resuitado que en la progenie los machos sean deficientes
en reparacion o letales, mientras que las hembras son eficientes en reparacion
(Negishi 1991).

Negishi y colaboradores (1991) pudieron detectar facilmente el efecto del
dano al ADN en células somaticas, utilizando la técnica de reparacién propuesta
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por Fuukawa (1988) de ADN jn vivo de Drosoph/la Todas las nitrosaminas
on dario al ADN.

probadas lndUJ

_ Fup“awa (1993) propuso emplear un cromosoma X invertido C(71)DX
para balancear la cruza, obteniendo como resultado machos deficientes y
hembras eficientes en reparacion por escisiéon y post-replicativa. La cruza que
se_utilizd fue: machos deficientes sc z' w' mei-92 mei-41°° con hembras
eficientes C(7)Dx y f (Obana et al. 1994).

Obana et al. (1994) reportaron la prueba de reparacion en un
experimento que se utilizé con el fin de detectar directamente la produccién del
dafio al ADN por las micotoxinas en un cultivo de hongos sin un proceso de
extraccion, utilizando la cruza de reparacion sc z' w'® mei-99 mei-41°° /
C(1)DX, y f. También se demostro que la prueba de reparacion puede detectar
genotoxicidad de compuestos en una mezcla (Obana et al. 1994).

Inoue et al. (1995) utilizaron la prueba de reparacion para demostrar el
efecto de la Griseofulvina alternando con otro sistema de prueba con la
recombinacion somatica en Drosophila melanogaster. La cruza que se utilizo
fue: hembras eficientes FM7 y*'° sc®dm B/ sc z' w'™ mei-9° mei-41°° y

machos deficientes sc  z' w''® mei-9° mei-41°°

/Y. Con la prueba de
reparacion demostraron que la Griseofulvina causa dafio letal al ADN a los
organismos deficientes en reparacién, mientras que los eficientes sobrevivieron

satisfactoriamente (Inoue et al. 1995).

Debido a que los genes mei-97 mei-41°% producen esterilidad en las
hembras homocigéticas y a la ausencia de una expresién morfolégica asociada
con la expresion funcional (deficiencia en reparacion), Inoue et al, (1995)
propuso estabilizar la cruza con un cromosoma balanceador (FM7), con la

finalidad de: 1) evitar la homocigosis de los genes mei-9° mei-41°°

y en
consecuencia, garantizar la fecundidad de las hembras y 2) mantener estables
a los genes mei-9° mei-41°°, los cuales carecen de una expresion morfoldgica

que permita garantizar su presencia.
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Un cromosoma balanceador es un arreglo genético que se ha utilizado
histéricamente en el sisterna de prueba de Drosophila para balancear cruzas
(figura 7a y 7b). Existen cromosomas balanceadores para todos los
cromosomas de Drosophila y para construirlos se ha recurrido a la exposicion
de moscas a agentes mutagénicos tanto fisicos como quimicos. Por su
actividad estos agentes provocan rompimientos, deleciones, inversiones,
translocaciones y demas arreglos que implican. cambio de orden de los genes
en los cromosomas, delecién y/o duplicacién de parte de uno o de varios genes,
inversiones de regiones de un cromosoma, etc. La exposiciéon sucesiva de las
moscas a uno o varios agentes mutagénicos provoca la pérdida gradual de
homologia entre el cromosoma de los organismos tratados y sus contrapartes
de tipo silvestre. Entre las consecuencias de la pérdida de homologia se
encuentra la interferencia con la recombinacion meidtica ya que en hembras
heterocigotas para un cromosoma balanceador y uno silvestre, practicamente
no se recobran productos meidticos viables debido a la formacion de
cromosomas dicéntricos, fragmentos acéntricos, anillos, puentes, etc. La
imposibilidad de recobrar productos de la recombinacién viables tiene como
consecuencia que también los genes del cromosoma homdlogo (no
balanceador) se mantienen sin cambio, en un arreglo estable. De esta manera,
es posible producir organismos que en uno de los cromosomas homalogos
contenga mutaciones como mei-97 mei-41°°, mientras que en el otro, el orden
de los genes se encuentre alterado debido a inversiones multiples
(balanceador). Ya que no se recobraran productos recombinantes, se garantiza
que el arreglo se mantiene estable. Para seguir fenotipicamente a los
cromosomas balanceadores, se utilizan genes con expresion morfoldgica
evidente, la mayoria de los cuales, son letales en homocigosis, de manera que
se eliminan automaticamente aquellos genotipos diferentes al arreglo de interés
(Linsdiey y Zimm, 1992).

Asi, el uso de mutantes deficientes en reparacién en un sistema de
cruzas balanceado con un cromosoma multiplemente invertido podria ser util
para establecer el potencial genotoxico de compuestos particulares y de
mezclas complejas, ademas de que brindaria informacion acerca de la
participacion de los mecanismos de reparacion (por escision y postreplicativa)
en la respuesta genotdxica. Debido a la constitucion heterocigota de las
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hembras, se recobran dos tipos de progenie que varian en cuanto a su
capacidad para reparar el ADN: hembras y machos eficientes en reparacion
(hembras heterocigéticas y machos hemicigéticos para el cromosoma
balanceador) y deficientes en reparacion (hembras homocigéticas y machos
hemicigoticos para el cromosoma que porta a los alelos mutantes mei-9° mei-
41%°. De esta manera se dispone de dos tipos de progenie (eficiente y deficiente
en reparacion) y de los dos sexos en cada caso, lo que permite determinar si la
constitucion sexual esta involucrada en la respuesta. La variable de respuesta
de esta metodologia es el indice de sobrevivencia (IS). La diferencia entre el IS
de las moscas eficientes y deficientes en reparacion es indicativa de la
capacidad genotoxica de una sustancia problema ya que se asume que las
moscas deficientes en reparacion mueren al no poder reparar las lesiones al
ADN, asociadas con los mecanismos de reparacién por escisiébn y reparacion

postreplicativa (Inoue et al. 1995).
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FIGURA 7 a. MAPA CITOGENETICO DE LAS BANDAS POLITENICAS DEL CROMOSOMA X EN
Drosophila melanogaster CON LA SECUENCIA GENICA NORMAL
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Representacién esquematica del mapa cromosdmico del cromosoma X de Drosophila melanogaster en donde el
cromosoma se divide en 20 secciones o bandas con cinco subdivisiones (de la A a la F); la escala de arriba indica la

posicién en que se han encontrado los genes con su nombre o simbolo y la banda en donde se localizan. La linea
roja vertical representa la posicion mas fina de los genes en el mapa.
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FIGURA 7b. MAPA CITOGENETICO DE LAS BANDAS POLITENICAS DEL CROMOSOMA X EN

Drosophila melanogaster EN EL CROMOSOMA FM7 CON LAS MULTIPLES INVERSIONES
EN DIFERENTES REGIONES CROMOSOMICAS
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En este esquema se representa al cromosoma X en un rearreglo con muitiples inversiones llamado cromosoma FM7
la Iinea verde representa las regiones donde est la inversién y la secuencia esté invertida por o que la posicién de
los genes en cuestion ha variado en relacion con el cromosoma normal X.



2.2 Region Minera de Los Azufres.

Se encuentra ubicada al noreste del estado de Michoacan, entre
Zinapécuaro y Ciudad Hidalgo, en el municipio de Ciudad Hidalgo. Consiste en
un sistema acuifero compuesto de lagunas y el sistema geotérmico “Los
Azufres”. Se encuentran 12 unidades de tipo geotermo-eléctricas con
capacidad de 98 MW (INEGI, Sector Electrico Mexicano 1993) y compafiias
como: Cia. Minerales Industriales El Zarco, S.A; Mina Los Azufres de
Extraccion de Caolin, Fuller; Cia. Mex-Clareol, S.A, Huajumbaro. En esta
region se localizan depdsitos de minerales no metadlicos. De esta fuente se
obtiene el principal recurso energético de la regién (INEGI, Sector Eléctrico
Mexicano 1993).

Es posible establecer diferentes subzonas de trabajo de tal manera que
se analice la respuesta emitida por el biomarcador de interés (en este trabajo
son los genes mei) con relacion a diferentes niveles de exposicién (Garduiio,
1987, Mapas cartograficos). El clima es templado, se encuentra bosgue de
Pino-encino, el sistema acuifero esta compuesto por los cuerpos de agua:
Laguna Larga, Laguna Grande, Laguna Verde, Laguna de los Ajolotes y el
sistema geotérmico "Los Azufres”.

El campo geotérmico de "Los Azufres” ubicado a 2800 m/snm abarca una
extensién de 60 Km? pertenece a la provincia conocida como Cinturon
Volcanico Mexicano, al norte del eje neovoicanico, siendo uno de los centros
siliceos mas importantes de esta provincia. La generacion de electricidad y la
explotacién del campo geotermico “Los Azufres” comenzé en 1982 vy
actualmente, después de "Cerro Prieto”, es ia segunda fuente de energia
geotérmica en la Republica Mexicana y la primera en producir electricidad a
partir de fluidos geotérmicos contenidos en roca volcanica fracturada; en total
se han instalado 98 MWe de la Comision Federal de Electricidad (Comisién
Federal de Electricidad, Comision Federal de Electricidad PEMEX). Los pozos
que se han perforado presentan profundidades que varian entre 600 y 3500
metros, la mayoria en las dos zonas de descarga de vapor (al norte Maritaro y
al sur Tejamaniles) (Editorial, 1991; Ldopez, 1991; Verma et al., 1998; Cadenas,
1999).
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Debido a la actividad geotérmica, los cuerpos de agua pueden variar en
caracter desde agua duice hasta altamente corrosiva y salina. Las especies
quimicas en los efluentes pueden dividirse segun Barragan y Arellano (1993),
de acuerdo con su concentracion, como “especies mayores” (>10,00 ppm):
cloruros, sulfatos, sodio, calcio, magnesio, potasio y bicarbonato; “especies
secundarias” (1000 ppm): aluminio, hierro, bromuros, manganeso, estroncio,
carbonato, silice, amoniaco y boro; “especies menores” (1 ppm): arsénico,
bario, cadmio, cesio, cobre, fluoruros, ac. sulfhidrico, yoduros, lantanio, piomo,
litio, mercurio, niquel, nitratos, fosfatos, rubidio, plata. zinc y zirconio y
“especies traza" (<0.01 ppm) en aguas geotérmicas destacan; berilio, uranio,
vanadio, selenio, galio, telurio, titanio, etc. De manera general, los soélidns
totales disueltos en aguas de origen geotérmico exceden los rangos
recomendados tanto para el consumo humano, como para la irrigacion de
cultivos (Barragan y Arellano,1993, Coordinacién General de Mineria, 1995).

En el campo geotérmico “Los Azufres" los constituyentes geotérmicos
corresponden a didxidos de silicio, sodio, potasio, cloro, boro, calcio,
bicarbonatns y arsénico, como componentes de aguas separadas; entre los
gases asociados al vapor se encuentran: diéxido de carbono en un 97.5%,
acido sulfhidrico en un 2.0%, amoniaco, oxigeno y metano, asi mismo, se ha
registrado que por cada MWe producido se emiten a la atmdsfera 340 kg/h de
CO; y 3 kg/h de H,S (Verma et al., 1998).

Armannsson y Kristmannsdorttir (1992), mencionan que el impacto
ambiental por la explotacidn de energia geotérmica esta relacionado con el
incremento de elementos y compuestos toxicoldgicamente relevantes como son
el H,S, As, By Hg. El aumento en las concentraciones de estos constituyentes
0 su acumuiacién causan dafo en los seres vivos del lugar. También reportaron
efectos observados en liquenes pertenecientes al Campo geotérmico de “Los
Azufres” debido a las emisiones atmosféricas de vapor por los pozos de
extraccién. Los sintomas corresponden a la deteccién de diéxido de azufre (35
ppm) y azufre (780-1400 ppm); con respecto al arsénico, aunque se encuentra
principalmente en el agua separada, sélo una pequefia porcion se presenta en
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el vapor, no obstante reportaron que la concentracién de este elemento es alta,
debido a la acumulacién, de 0.662 a 14.32.ppm en las especies de liquenes
(Armannsson y Kristmannsdorttir 1992) .

Dada la evidente contaminacién natural de los cuerpos de agua de la
zona de "Los Azufres”, se eligi6 esta zona como modelo para obtener
informaciéon acerca de la capacidad de los mutantes mei para detectar dafo
genotoxico. En todas las determinaciones se asume que las muestras
co’nﬁenen uno o varios compuestos con actividad genotéxica como ha sido
continuamente reportado en la literatura sobre esta zona de Michoacan.
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. HIPOTESIS.

La exposicion de larvas expresando los genes mei-9°, mei-41°°
de Drosophila a las muestras de agua de la zona de “Los Azufres”
reducira el indice de sobrevivencia de las moscas deficientes en
reparacion del ADN, en comparacion con el IS de las larvas
eficientes que pueden realizar reparacion por escision y reparacion

postreplicativa.

OBJETIVOS:

1.- Obtener evidencias de la utilidad de la prueba de reparacién in
vivo para identificar la induccion de dafio al ADN, como prueba
preliminar para otras pruebas de mutagénesis en Drosophila

melanogaster.

2.- Analizar la aplicabilidad del indice de sobrevivencia para

comparar la actividad genotéxica de muestras de agua.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Controles positivos:

4.1.1 Sulfato de Niquel (NiSO4)

Rodriguez-Arnaiz y Ramos (1986) reportaron que el NiSO4 induce
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en Drosophila melanogaster y es
-un débil inductor de pérdida de cromosomas sexuales (principalmente por
rompimiento parcial, efecto clastogénico). Por otro lado, Jiménez (1998) mostro
que la administracién subcronica de sulfato de niquel a Drosophila
melanogaster induce mutacién y recombinacion somatica. Algunas sales de
niquel producen alteraciones estructurales en los cromosomas de la raiz de V.
Faba (Komczyski et al, 1963; citado por Singh 1984 ). También se ha reportado
induccién de conversién génica en levaduras inducida por este compuesto
(Singh et al. 1984). El niquel (Ni) reacciona rapidamente con el ADN vy
disminuye la fidelidad de su sintesis, al inducir rompimientos de ADN de una
sola hebra. Los iones Ni* son capaces de inducir la forma transitoria de ADN B
o Z y disminuyen la fidelidad de la ADN polimerasa de E. coli, reduciendo la
transcripcién e induciendo un incremento en la incorporacién errénea de la
ARN polimerasa (Sirover y Loeb 1976) (Miyaki et al. 1977, Sunderman 1977,
citados por Singh 1984).

En embriones de hamster, Rivedal y Sanner (1980) observaron
sinergismo mutagenico entre el NiSO4 y el benzo [a] pireno. El Ni es un
mutageno relativamente débil en bacterias y mamiferos, pero es altamente
clastogénico y se ha comprobado también que induce intercambios de
cromatidas hermanas en ratas y también en cultivos de linfocitos humanos
(ICH) (Onho et al. 1982, Rani et al. 1993).

Dada la actividad clastogénica implicada en la exposicién a este

compuesto se seleccioné como control positivo para este trabajo.




4.1.2. Etil-N-nitrosourea.

La Etil-N-nitrosourea (ENU) es un agente alquilante mas poderoso que la
metll nltrosoguanldlna (MNNG), en analisis de cambio de bases seguida por
alquﬂamones in vivo en E.coli, la ENU induce transiciones tanto de GC--AT
como de AT--GC. Estos datos apoyan la presencia de una timina alquilada con
la falta de acoplamiento. La formacion del O*, O2-etil-T indica como una lesion
por falta de apareamiento en un sistema in vitro podria contribuir a la induccion
de mutagenicidad por la accion del ENU (Castellani, 1998). Los agentes
alquilantes monofuncionales simples tales como la N-metil-N- nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) y la ENU actuan sobre el atomo de oxigeno y de los
anillos nitrogenados de las bases del ADN y de los grupos fosfato generando
aductos, como la O®-alquilguanina, la cual llega a ser inactivada de forma
irreversible por las metiltransferasas o las ADN glicosilasas (Castellani, 1998).
La ENU induce mutacion directa en fibroblastos humanos y altera el estado de
la célula incrementando la frecuencia de mutaciones, asi como la velocidad de
error de apareamiento entre las bases nitrogenadas (Moses y Summers, 1988).
Este compuesto es el unico agente genotoxico del cual se tienen datos
moleculares para las células germinales pre-meiodticas en Drosophija. El
analisis molecular de 11 mutantes de Drosophila reveld que presenta
transiciones AT--GC con mayor frecuencia, generadas por la falta de
apareamiento de la Of-etilguanina y transversiones AT--TA. Las 11 mutantes
aisladas de las cepas celulares son del tipo de intercambio de un solo par de
bases. Las transversiones podrian ser el resultado de sitios AP o por metilacion
de la O%timina. La reparacion por escisién de nucledtidos se considera eficiente
contra sitios abasicos (AP). Por esta razén se asume que en las lineas celulares
de espermatogonias de Drosophila, las cuales son altamente eficientes en el
sistema de reparacion por escision, la lesibn premutagénica ocurre
predominantemente en el sitio de timinas (T) (Vogel et al. 1996). Sin embargo,
en contraste con el papel predominante de ENU en la O-alquilacién en la
induccién de mutacion de genes, no se sabe si esta lesién al ADN también es
responsable de la mayoria de las aberraciones cromosémicas. Vogel vy
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Natarajan (1979, citado por Suzuki 1997) reportaron que la N-alquilacion esta
aso_ciada' ‘con la induccion de las aberraciones cromosémicas en Drosophila
melanogaster, Kaina et al. (1993, citado por Suzuki 1997) reportaron que en
células:de hamster chino se sobre expresé la enzima O°-metilguanina-ADN
metil transferasa, estos organismos son resistentes a la alquilacion que induce
inytfercambio de cromatidas hermanas y aberraciones cromosomicas (Suzuki et
al. 1997). La ENU se eligié como control positivo, dada su probada actividad

‘genotoxica.

-4.1.3. Mitomicina C.

La mitomicina C es un antibiédtico potente que alquila al ADN, inhibe la
sintesis de ADN, ARN, proteinas e interfiere con la division celular. La
mitomicina C (MMC) actia como un agente alquilante bi y trifuncional, su
principal accién sucede durante las fases de division celular Gy y S temprana.
Induce mutacidon génica, delecidon, no-disyuncion y recombinacién somatica en
Drosophila. Produce entrecruzamientos que se reparan por la accidon
cooperativa y secuencial del sistema de reparacion por escisidén y por
recombinacion (Nakamura et al. 1997). Se considera que los rompimientos de
doble cadena resultan en aberraciones cromosomicas, lo que se ha asociado
con la pérdida de cromosomas X en anillo en Drosophila (Ordaz, 1991). Evita la
reparacion post-replicativa por recombinacién meiotica afectando a los genes
mei-9 en Drosophila, en moscas eficientes en reparacion induce recombinacion
mitotica elevada en células somaticas e intercambio de cromatidas hermanas
(Ordaz, 1991). La MMC impide la separacion de los cromosomas durante el
entrecruzamiento meidtico ya que reacciona como un promotor del
entrecruzamiento de la molécula de ADN, bloqueando ia replicacion y la
transcripcion (Nickoloff y Hoekstra, 1998). Por su accién inhibitoria del ciclo
celular se utiliza para el tratamiento de algunos canceres. Por su actividad
claramente recombinogénica, este compuesto fue seleccionado como control

positivo para este trabajo.
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4.1.4 Cianato de Sodio (NaOCN).

E! NaOCN ha mostrado tener un efecto inhibitorio en ciertas variedades
de tumores en roedores, tanto en la incorporacidn de aminoacidos a las
proteinas (Boffa y Allfrey, 1978), como en la entrada de fosfatos en hepatomas
transplantados, en los que también inhibe la sintesis de proteinas (Lea et al.
1975). En su forma tautomera acida actua como una proteina carbamilada, se
ha probado que inhibe selectivamente la sintesis de proteinas y de ADN en una
variedad de tumores (Allfrey et al. 1977). El efecto selectivo del NaOCN sobre la
sintesis macromolecular en tumores no se ha observado en células en cultivo.
Se ha contemplado la posibilidad de que tales diferencias en la respuesta de
células tumorales al NaOCN in vivo, podrian estar relacionadas con el pH del
medio en donde las células se exponen in vitro (Hu et al. 1988). El NaOCN
provoca reduccién de la velocidad de proliferacidon celular a una concentracion
de 0.25 mg de NaOCN/ml. A un pH bajo en los tejidos tumorales, podria resultar
en una gran sensibilidad al efecto inhibitorio del NaOCN en la sintesis de
macromoléculas (Hu et al. 1988). Allfrey et al. (1977) proveen evidencias de que
el NaOCN puede ser activado por un extracto del higado reaccionando con el
NADPH para producir un compuesto toxico a células neoplasicas (Boffa et al.
1978). El cianato tiene poco efecto o nulo en cultivos de células (HT-29), de
adenoma de colon, en las células Hela-53, en fibroblastos de pollo
transformados con el virus del sarcoma de Rouse, células tumorales de ratén y
células de hepatoma de Novikoff. Se requiere del metabolismo del cianato de
sodio in vitro para que se pueda ver s>u efecto sobre ias células cancerosas
(Allfrey et al. 1977). Jiménez (1998) reportd que el NaOCN administrado
subcronicamente por via alimentacidon a larvas de Drosophila, no parece ser
mutagénico y en apariencia podria disminuir la genotoxicidad del NiSQ,, cuando
se administra previamente. Debido a que la actividad del cianato de sodio se
ubica mas bien en la capacidad de actividad metabdlica, fue seleccionado para
este trabajo como control negativo.




4.2. Toma de muestras de agua.

El trabajo de campo se realizé del 27 de febrero al 3 de marzo de 1999
por una comision del personal del laboratorio de Genética. Se seleccionaron los
sitios a partir de las observaciones en campo; estos fueron: dos salmueras de
pozos de extraccion de vapor y agua de la CFE: "Pozo Az 26" y “Pozo Az 56",
dos manantiales sulfurosos: “Los Azufres” con un didmetro aproximado de
4,876.02 m?y el manantial “Yacuzi"; dos lagunas de agua dulce: “Tejamaniles”
y “Llano Grande”; ademas un cuerpo de agua que se encuentra a 28.30 m del
manantial sulfuroso "Los Azufres” denominado “El pozo”, con una profundidad

aproximada de 4.25 m (Figura 8).

Se colectaron dos muestras de agua superficial de los diferentes sitios
utilizando frascos de plastico opaco (polipropileno) con capacidad de 1/2 y 1 L,
previamente desionizados. Al momento de la toma de muestra se tomaron
registros de temperatura, pH, oxigeno disuelto y sélidos disueltos, utilizando el
equipo de analisis modelo Check-mate 90, Corning !ncorporated CE. Cada
muestra se conservé en hielo y se trasladoé al laboratorio, una muestra se utilizd
para aplicarse en la prueba de reparacion de ADN con las larvas de la cruza
FM7/mei y Canton-S y la otra muestra de agua se utilizé para realizar pruebas

fisicoquimicas.

Muestras de agua Sitios de colecta.
M-1 Tejamaniles
M-2 Pozo Az 26
M-3 Pozo Az 56 (salmuera)
M-4 "El pozo”
M-5 Pozo Az 34

M-6 “Los Azufres” TESIS CON
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FIGURA 8. Mapa de la region de Los Azufres en el estado de Michoacan.
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4.3. Cruza utilizada para la prueba de reparacion

Cruza: v FM7/y' mei-9° mei-41°> X .7 y' mei-9° mei-41°°/ v (Fig. 11)

Los marcadores genéticos son (Linsdley y Zimm, 1992):

FM7 (First Chromosome Muitiple 7)

M7, 19 sc® w® sn*? v  g* B’ / y' mei-9° mei-41°° (refiriéndose solo como
FM7 / y' mei-9° mei-41°° ). Es un balanceador cromosomico que presenta
multiples inversiones en el cromosoma X, las cuales tienen el efecto de suprimir
el entrecruzamiento de los cromosomas homadlogos en la region implicada en el
nuevo arreglo. Las hembras y los machos FM7 son viables y fertiles. FM7 se
utiliza para balancear los genes o mantener intacto un segmento del
cromosoma hombdlogo X. Ademas de los genes utilizados para balancear la
cruza, FM7 contiene otros genes marcadores fenotipicos que ayudan a
distinguir a los homocigotos y heterocigotos entre si (Linsdley y Zimm, 1992).
Algunos de los genes mutantes que estan presentes en FM7 son:

y*'9 - yellow, cuerpo amarillo;

sc?- rearreglo cromosomico por inversion

w?- apricot, ojos claros durazno;

sn*2- singed, cerdas torcidas y acortadas;

v°'- vermillon, ojos rojos escarlata;

g*- garnet, ojos granate;

B'-Bar, ojos en barra.

La combinacion de los marcadores w?, v°' y g* da como resultado Ia ausencia
de color de los ojos (blancos), los superindices de los genes mutados indican el

tipo de alelo para ese tipo de mutante.

Canton-S. Cepa de tipo silvestre. TF‘,SIQ CON
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mei = meiotic- recombination-deficient (deficiente en recombinacion meidtica).

mei-9; Es un alelo recesivo ligado al cromosoma X que provoca deficiencia en
la reparacion por escision. Se localiza en las bandas 4B-4B6 del cromosoma X
en 1-6.5 unidades de mapa (u.m.) (figura 9a y 9b). La presencia de este gene
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en 1-6.5 unidades de mapa (u.m.) (figura 9a y 9b). La presencia de este gene
reduce la recombinacion meidtica en las células germinales de las hembras,
provoca la segregacion postmeibtica, recombinacién mitdtica en células
somaticas y la no-disyuncidn, ya que el producto génico MEI-9 es uno de los
muchos que participan en el proceso de division meidtica. La ausencia de este
gen también incrementa la sensibilidad a agentes alquilantes, radiacidon
ultravioleta, rayos X, nitrégeno mostaza y acetil-aminofiuoreno. Presenta una
alta frecuencia de rompimiento de cromosomas mitdticos. El alelo me/-9° es una
mutaciéon meidtica altamente pleiotrépica. Inducido por metanosulfonato (MNS)
(Sekelsky et al. 1995).

€y X :3954836..4159417 nei-9
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Figura 9a. Representacién esquematica de la region cromosémica del alelo
mei-9 (color rojo) en un mapa de bandas politénicas en el cromosoma X de
Drosophila melanogaster (tomado de Flybase.bio, 2003).
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Figura 9b. Micrografia electronica de una tincién diferencial de bandas del cromosoma
politenico de X, mostrando la regién que corresponde a la localizacion de los genes
mei-9 (4B-4B6) (tomado de Flybase.bio, 2003). 38




mei-41°%; Alelo recesivo ligado al cromosoma X, le confiere deficiencia en la
reparacion postreplicativa. Se localiza en las bandas de los cromosomas
politénicos de Drosophila en la regién14C4-14C6 del cromosoma citogenético,
0 a 1-54.2 unidades de mapa (u.m.) en el mapa genético (figura 10ay 10b). La
deficiencia del gene mei-41 les confiere esterilidad a las hembras, altera la
recombinacién meidtica ya que no se produce una de las multiples proteinas
que participan en la division meibtica también induce recombinacién mitética.
La deficiencia de las proteinas MEI-41 en las moscas, incrementa la
sensibilidad a agentes alquilantes, radiacion ionizante y UV, rayos X, nitrégeno
mostaza, acetil-aminofluoreno e hidroxiurea. En portadoras reduce el
intercambio meidtico e incrementa la no-disyuncién. El alelo D5 se asocia con
la reduccién de la fertilidad de las hembras (Sekelsky et al. 1995).

thy X:16022781..16230568 mei-41
14c4 . 14ap1

O T T W IR
™ 1 T T LLEn § 4

: L] T Ll
A3 Ooo oo cn__ o 0O CTT3Oon
[m) al — o

o m UL‘UI ] oQ 0 3 an | sovmm——
F’I_]f I _'ﬂgj

Figura 10a. Representacion esquemdtica de la regién cromosémica del alelo
mei-41 (14C4-14C6) en un mapa de bandas politénicas en el cromosoma X de
Drosophila melanogaster, la regiéon en rojo indica la posicion del gene y la
amplificacion del mismo en color gris (tomado de Flybase.bio, 2003).
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Figura 10b. Descripcion detallada de tres diferentes micrografias electrénicas
de una tincién diferencial de bandas de cromosomas politénico X, mostrando la
region que corresponde a la localizacion de los genes mei-41 (14C4-14C6)
(tomado de Flybase.bio, 2003).
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Cruza empleada en la prueba de reparacion del ADN
en Drosophila melanogaster.

P
Q o
FM7,y Psctnrsyg?Bl/ p' mel-9mei-41P5 y'mei-9°mei-41°%/ Y
(FM7/ y'mei-9"meid1%) Cuerpo amariilo deficiente
Cuerpo amarillo, ojos barra, profen reparacién en reparacion
F1 ) J
/Q\ »'mei-9mei-d175 / ' mei-F mei~4175 ,@ yimei-Pmei~d175 /¥
{® Deficiente en reparacion, (o Deficiente en reparacion,
cuerpo amarilio) cuerpo amariilo)
’Q FM7 /y'mei-9*mei~t 195 FM7/Y
(o Proﬁciente reparacién, ojos barra,
(;jzr m?mﬁ:ﬁm' blancos, cuerpo amartlio, cerdas torcidas)

FIGURA 11. Cruza de la prueba de reparacion de ADN (Modificada de
Rivas, 1999).
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Linea de moscas testigo

Debido al arreglo de la cruza utilizada en la prueba de reparacién debe
emplearse el cromosoma balanceador FM7 que evita la segregacion de los
marcadores genéticos. El diagnostico de la actividad genotoxica se realiza por
la comparacién de los IS de las moscas deficientes con respecto a sus
contrapartes eficientes en reparacién que se obtienen a partir de la misma
cruza. Sin embargo, una limitacion de esta prueba es que en nuestro grupo
hemos obtenido evidencias de que la presencia del cromosoma balanceador en
las moscas eficientes en reparacion (portadoras de FM7) parece interferir con la
reparacion post-replicativa del ADN. Por o anterior, se considerd conveniente
utilizar en este trabajo a una linea de moscas adicional, la tipo silvestre Canton-
S, la cual esta libre de inversiones y mutaciones. La comparacion entre la
sobrevivencia de las moscas silvestres Canton-S y las proficientes en
reparacion (FM7) informa de manera indirecta sobre la posible interferencia del
arreglo del cromosoma FM7 con la reparacién post-replicativa.

Todas las lineas de moscas utilizadas en esta tesis fueron
proporcionadas por el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias de la
UNAM.
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4.4 Concentraciones y tratamiento

Todas las concentraciones se obtuvieron mediante la dilucién sucesiva a

partir de una solucién concentrada (tabla 2).

Se agregaron 4 ml de cada

dilucion a tubos de 12.5 ml de capacidad que contenian 1g de medio

instantaneo (Carolina Biological Supply). Cada concentracién y dilucién se

probd por triplicado.

Tabla 2. Diluciones realizadas con las muestras de agua y con los compuestos

utilizados en la prueba de reparacion del ADN in vivo de Drosophila melanogaster.

[ "TRATAMIENTO

" COMPUESTOS

| CONCENTRACIONES [mM]

Testigo 1

Etilnitrosourea

0.125, 0.063, 0.031, 0.016,
0.008, 0.004, 0.002, 0.001,
0.0005, 0.00025

Testigo 2 Mitomicina C [0125, 0.063, 0.031, 0.016,
0.008, 0.004, 0.002, 0.001,
0.0005

Testigo 3 Sulfato de niquel (NiSOs) | 0.65, 0.32, 0.16, 0.08, 0.04,
0.02

Testigo 4 Cianato de sodio (NaOCN) |15.37, 7.68, 1.54, 0.15

Muestras de agua

Disolvente

Agua colectada

(Siete muestras)

100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2,
1.6, 0.8, 0.4, 0 [%]

Agua Destilada

Como disolvente y control
negativo se utilizd agua

destilada.
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Obtencién de Iarvas y tratamiento

Las cruzas de FM7/mei y Canton-S, se colocaron en medio fresco, para
permitir que ovopositaran durante 8 horas (sincronizacion de huevecillos).
Después de 72 horas se recuperaron las larvas por diferencia de densidad en
una solucion de sacarosa al 20% vy utilizando un embudo de separacion con un
diéametro de 4 mm por el que pasan las larvas, mismas que se recuperaron en
un tamiz de malla muy fina. Se deposité una cantidad similar de larvas en cada
tubo (Figura 12 y 13), aproximadamente 100 larvas y se mantuvieron en los
tubos alimentandose del medio hasta que llegaron hasta el estadio de pupa
(exposicion subcrénica), durante el resto del desarrollo los tratamientos se
incubaron a 25°C hasta que emergieron los adultos, los cuales se recuperaron,
contaron y clasificaron por fenotipos y por sexo.

CRUZA

! | Tiempo ()
0 24 48 72 9% 120 290
- |

Huevo Larva Pupa Metanorfosis Imago
0 a ﬁ

B Subadnico: NiISO4, NaCON, ENU, MMCy siete
muestras de agua de Los Aznufres.

Disefio experimental en Drosaphila melanogastey.

Figura 12. Protocolo experimental (Modificada de Muitoz A. 1998).
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DISENO EXPERIMENTAL PARA LA PRUEBA DE REPARACION
in vivo DEL ADN EN Drasopivla melanogaster

Muestras da agasa de las lagunas Los Arufres

SincronizaciGn con bos
8h {%] 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4,
OBTENCION DE COMPUESTOS:
CRIZA S ovacpE72n BB TRATAMIENTO NaOCH [mM] 15.37, 7.68, 154, Q.15 .

MNISO4 [miM] 0.65, 0.32, 016, 0.08, 0.04, Q.02

0,002, 0.002, 0.0005, 0.00025
MIMC [nWM]:0.125, A.063, 0.031, 0.016, 0.008,
Q002, 0.001, Q.000%, 0.00025
Término del
desarrolio
,ﬁ é OBTENCION DE
ORGANISMOS ADULTOS
P P’
REGISTRO DI MUMERO DE 9 Sitvestre C-S Q@ DEFICIENTE 9 PROFICIENTE
i o Silvestre &-§ & DEFICIENTE & PRORCIENTE
ANALISTS
ESTADISTIOO

Figura 13. Disefio experimental en la prueba de reparacion del DNA en
Drosophila melanogaster (Tomadas de Rivas, 1999).
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Procesamiento de datos.

Con los datos totales obtenidos para las dos lineas (FM7/mei y Canton-
S) se calculé el indice de sobrevivencia por probabilidad de eventos, en donde
se determina el promedio del total de organismos adultos de los lotes testigo
por fenotipo y por sexo de cada experimento y estos se comparan con el 100%
de organismos adultos recuperados, las frecuencias de cada concentracién se

determinan con base al testigo.

Calculo del Indice de sobrevivencia (IS)

DATOS TOTALES POR EXPERIMENTO (Por triplicado) DE LA MUESTRA M-2

[ [%] Hembras Efic. [Machos Efic.jHembras Defl Machos Def |[Hembras C-s|Machos C-s
0 52 11 37 31 127 108
o0 |52 1. a1 |22 1 sa | 82
0 39 11 26 16 0 0
0.4 32 1 36 18 101 75
0.4 o4l o |39 ] 28 | 31 44
0.4 15 6 23 14 0 0
0.8 14 0 19 1 99 96
0.8 47 0 25 23 93 101
0.8 22 1 18 15 0 0
_ 16 | 39 0 39 | 24 38 | 58
1.6 43 0 30 25 40 41
1.6 39 5 20 23 0 0
3.2 52 0 46 26 59 101
3.2 35 0 34 25 44 70
3.2 27 9 30 29 0 0
6.3 65 0 39 42 122 82
6.3 60 0 59 33 128 128
6.3 40 [ 9 32 |21 0 S0
12.5 57 1 42 39 99 71
12.5 56 0 38 36 87 60
12.5 22 9 35 24 0 0
25 50 0 37 25 56 44
25 T T Y 24 A7 35
25 23 0 3 20 0 0
50 0 0 0 0 0 0
50 o | 0. 0 0. o L o
50 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0
100 0 {0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0
TEC ~17
ol Y
NIY i 46
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Téstigo pro‘m / Téstigb prom. = 1 (100%)
52+52+39—143/3 48 '
testigo. bro f'edlo =48
Calculo del IS del Testigo: 48 /48 = 1
Qél‘c_:'uylddel%‘ls de la conc. 2 (0.4) de las Hembras Efic.:
32+41+15=88/3=29
1S=29/48=0.6

, De la misma forma se calculé el indice sexual de machos el cual nos
pérry"h‘ite observar si existe alguna diferencia en la sobrevivencia entre ambos
‘ séXOs por efecto del tratamiento, se calcula sumando el total de organismos
adultos de ambos sexos y se divide entre los machos obtenidos en cada
concentracion.
Calculo del indice Sexual (ISx) de los datos de la tabla anterior:
Ejemplo del Testigo de los organismos Efic.
Promedio total de ambos sexos = 59
Promedio total de los Machos Efic. = 11

Se realizaron analisis de varianza para saber si existian diferencias
significativas entre cada uno de los experimentos realizados dentro de cada
tratamiento ya que todos los experimentos se realizaron por triplicado. También
se realizaron analisis de varianza de cada fenotipo (Canton-S, proficientes y
deficientes de cada sexo) para comprobar la presencia de diferencias
significativas entre las curvas de dosis-respuesta (indices de sobrevivencia) de
los fenotipos analizados con respecto a cada uno de los tratamientos
realizados. En caso de encontrar diferencias significativas se procedio a aplicar
la prueba de Tukey para ubicar la razon de la diferencia o la magnitud de la
diferencia entre los fenotipos, con relacion a una media fenotipica entre todas
las curvas de sobrevivencia observadas (tablas de medias de fenotipos de
Tukey).
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V. RESULTADOS.

Trabajo de Campo.
Los parametros fisicoquimicos que se midieron fueron temperatura, pH,
oxigeno (mil/L) y sodio disuelto (mS).

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos en los diferentes sitios de muestreo de

agua del campo geotérmico “Los Azufres”.

SITIO Temperatura pH Oxigeno disueito  sodio disuelto
(°C) (mlf ) (mS)
Tejamaniles 13.85 7.29 * *
Pozo Az 26 45.9 6.99 2.4 8.78
Pozo Az 56 354 6.56 0.7 *
“El pozo” 29 2.64 0.5 . 0
“Los Azufres” 28.1 2.83 * 1601
“Yacuzi" 38.6 2.5 0.3 0.1

* 8in registro

Trabajo de Laboratorio.

La tabla 4 muestra el indice de sobrevivencia (IS) y el indice sexual
obtenidos en cada uno de los tratamientos. Los resultados de los tratamientos
con los controles negativos, positivos y las muestras de agua probados se
presentan en diferentes graficas. Con base en los indices de sobrevivencia de
las moscas de tipo silvestre, los resultados se clasificaron en varias categorias,
dependiendo de la toxicidad encontrada. Los analisis de varianza de cada
tratamiento se muestran en la Tabla 5.

En todos los tratamientos, de todos lo fenotipos analizados, el indice de
sobrevivencia de los machos proficientes en reparacion fue significativamente
menor, comparado con el de los otros fenotipos (ANOVA, P<0.05) (Tablas 4),
por lo que en las comparaciones, éstos se trataran por separado. Las
diferencias detectadas se confirmaron a través del analisis de Tukey (P < 0.05)
(Tablas 6 a la 16).
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TABLA 4.

RESULTADOS DE LOS TRATAMIENTOS REALIZADOS CON LA PRUEBA DE REPARACION
in vivo DEL ADN EN Drosophila melanogaster.

INDICE SEXUAL

INDICES DE SOBREVIVENCIA

10 BT VTV

li

19

T
l

N

ot

TRALAMIFA LU CONCESTRAUION JORG AN INGON RO B v iEN (020 00N DE TN TS SILVESTRES €5 MACHOS
jmM| frusis | staono HEMBRA | MACHO |reovicms i DEHCIENTE CANTONS
NaOCN 0 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 02 0,41 0,52
0,154 046 036 0,65 0,49 0,88 0,83 023 0,45 05
1,537 064 0,39 065 0,56 1,05 1,05 0,18 0,46 0.52
7.68 0.56 0,65 069 0.63 1,00 0,94 0.29 0,52 0,51
15,37 0.72 0.50 0,55 0,59 1,12 113 0,23 057 052
NiSO4 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0.13 052 046
0,02 0,62 0.00 0,44 0,65 0,87 0,85 0 052 046
0,04 077 0,00 0,61 0,82 1,03 1,04 0,03 046 0,47
0,08 0,95 0,00 077 0,96 0,94 083 0,06 05 0,44
0.16 0,50 0,00 0,39 058 0.87 1,14 0,01 051 054
0,32 0.75 0,00 0,87 0.72 0,93 1,02 0,01 042 ' 048
0,65 0,57 022 0,56 0.44 092 1,01 0,02 046 4
ENU 0 1 1 1 1 1 049
0,00025 0,82 0,60 0,75 0,80 0,52 051 -
0,0005 0,85 027 0,82 0,84 0,60 050 -
0001 073 0.33 0.74 0,80 0,71 051+ =
0,002 0.70 0,60 0.70 073 078 0,50
0,004 077 0.20 0,56 0,65 0,62 ’
0,008 0,67 0,13 044 0,48 070 -
0,016 0,73 0 0,29 0,27 0,67 -
0,031 076 0.20 0,04 0,06 056
0,063 0.80 0,07 0,01 0,00 085
0,125 0,86 0 0

0,07

048




Continuacién Tabla 4. .
INDICES DE SOBREVIVENCIA INDICE SEXUAL .
IRAEAMINLTO CONCENTRACION JORGANISMOS PROFICIEN TEFNORGANINALOS DFFICIEN TEFY SMIEVESERES C-8 E
[mM | HEMBRA  [MACHOS HEMBRAY  JMACHOS HEMBRAS  [MaCHOS  Juacuos ror Juacnos vee Juiackos 5
MMC 0 1 1 1 1 1 1 0,12 045 048 -
0.0005 0,79 0,38 0,76 0,79 0,84 0,82 0,06 0,45 047"
0,001 0,63 0,70 0,76 0,80 0,76 0,71 0,13 046 0A4T:
0,002 0,59 0,95 0,64 0,70 0,75 0,67 0,17 0,47 ::0,46
0,004 0,48 0,24 0,15 0,14 0,67 0.72 0,06 0,43 0.50
0,008 0.66 0,32 0 0 0,79 0,68 0,06 0,50 0,44
0,016 0,76 10,22 . 0 0,75 0,78 0,04 o . 0,49
0.031 0.68 067 0 064. - 071 0,03 0 . 0,51
0,063 0,07 0,03 0 10,30 0,29 0,05 0 0,47
0.125 0,01 0 0 0,01 0,01 0 . 0 0,33
1] L s T ~
M-1 0 1,00 Co1000 +1,00. T 1,00 0,4 0,41 0,55
Tejamaniles 0.4 0,92 0,44 088 0,69 023 . . 049 " 0,54
0.8 0,61 0,63 0,66 1,06 0,41 7 048 0 7053
1,6 1,08 0,67 . , (TR B4 [ ERE e : 36 : ;
3,2 0,69 0,76 0,58 0,90
] ’ 6,3 0,58 :0,49 0,73 0,72
== 12,5 070 .. 054 . 0.96 1,06 -
=] 25,0 0,97 0,65 0,86 1,39°
p—— 50,0 059 . 1..0,82° 0,81 0.88
o T2 100,0 0,94 0,79 0,86 1,20
— M-2 0 1,00 1,00
=5 Of | Pozoaz26 04 0,72 0210 20,91
== 0.8 0,76.. ».0,03. 0,67 1]
S2 16 118 015 1,12 ! S| o00a
= 32 1,01 0,27 1,26 0,49 0,89’ 007. 041 0.6
6.3 AT 02T 71,39 1,24 1,16 ‘0,067 044 046"
12,5 1,09 0 00,300, 1 1,46 . 0,91 0,69 0,07 0,44 0,41
25,0 0,93 . -0,00" 98 1,05 0,32 0,42 0 0,44 0,52
50,0 0. 0,00 0:00. -0,00 0 -0 0 0 "0
o 100,0 o 0,00 0,00 0,00 0 0 0 0 0




Continuacion Tabla 4.

INDICES DE SOBREVIVENCIA INDICE SEXUAL
IRATAMIENTO CONCENTRACION JOEGANISNION PROFICIENTES  TORGWISMON DEFICINTES | SILVESTRES C-8
[%] HEMIBRA  JMACHOS [HEMBRAS JMACHOS — [HEMBRAS JMACHOS _ [MACHOS PROF [MACHGS bit MAGHOS CS
M3 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1 1,00 0.36 0.53 0,58
Pozo Az 56 04 0,95 0,37 0,79 0,64 0,94 0,54 03 . 0,54 0,45
08 1.1 0,80 0,94 0,76 0,91 0,68 0,32 0,48 05
18 1.21 0,84 1,14 1,02 0,94 0,64 0,31 0,51 05
32 1,06 0,83 1,07 0,84 1,02.. . .065 | 039 0,47 0,46
6,3, 0,85 0,51 1,03 1,03 1. .. 096 [+n 047
125 ° 0,89 0,78 0,93 0,87 '0,95. 0,48
- 250 0,68 0,06 0,60 ) : 0,44
50,0 0,00 0,00 0,00 .0
100,0 000 -+ 0,00 0,00 o
M 0 1 1,00 1,00
"EL POZO" 04 0,70 0561 075
08 1,03 0,62 088
16 0,90 0,41 067
32 0,76 0,40 092
6,3 0,79 0,80 089 .- .
12,5 0,85 0,60 0,80
25,0 1,04 0,66 0,87
50,0 0,99 0,67 1,08
100,0 0,97 0,40 0,74
M5 0 1 1,00 1
Pozo Az 34 04 0,57 0,38 077
08 1,04 0,65 0,90
1,6 0,92 0,83 0,88
32 0,84 0,19 0,86
6,3 1,01 0.43 0,83
12,5 0,95 043 0,86
250 0,90 0.25 0,86
50,0 0,96 0,32 0,99
100,0 1,01 0,39 0,94




| Continuacién Tabla 4.

INDICES DE SOBREVIVENCIA INDICE SEXUAL
1 TRATANMIENTO CONCENTRACION [ORGANIMOS FROFICENHS - JORGANISMOS D IS TS | SILVESIRES €-8
| [%] ITEMBRA ™~ [MACHOS —— THEMBRAS JMACHOS — JHEMBRAS  [MACHOS  [MACHOSPROL [MACHOS DEE_[MACHOS (S
M-6 0 1 1,00 1,00 1 1 1 0,07 0,44 0,48
'LOS AZUFRES" 04 0,49 0,00 0,48 0,43 0,99 0,83 0 0,38 043
08 1,00 0,00 0,57 0.73 0,82 0,70 ] 0,44 045
16 0,54 0,50 0.38 0,30 0,74 0,60 0,09 0,36 0,44
32 0,97 0.25 0,88 0,96 0,84 0.87 0,03 042 0,49
6.3 0.66 0,25 0.49 0.50 0,80 0,83 002 . .042 . 049
12,5 075 0,00 0,67 0,40 0,88 0,87 0 £-029., 048,
25,0 1,04 0,00 093 1,25 0,69 0,59 0 10,48 0447
50,0 0.73 0,00 0,55 0,54 0,81 0,98 0 0,39 :
100,0 0,99 0,25 0,64 0,90 0,87 0,76 0 05
M-7 0 1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 0,35 054 " 054+
"YACUZI" 04 0,65 0,05 0,59 0,56 0,91 0,71 0,04 049 048
vy 0.8 0,72 0,40 0,83 0,67 0,95 1,02 0,22 045 0,56
' > 16 0,76 0,15 0,58 0,69 0,79 0,87 0.1 0.55 0,56
‘:—« -3 32 0,81 025 0,79 0,74 1,12 0,90 0,14 0,49 0,48
%§> g:g ‘ 6.3 067 0,20 1,06 0.62 0,66 0,47 0,08 0,41 0,46
R R 12,5 1,03 045 0,88 0,94 0,44 0,32 0,16 0,52 045
SRS 25,0 1,23 0,20 0,91 0,71 0,54 0,39 0,09 045 0,46
% 8 50,0 128 0,55 1,16 0,96 0,97 0,66 0,18 0,51 044
f = 100,0 0,81 0,35 0,59 0,57 1,12 0.84 0,18 0,49 0,47
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TABLA 5. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DE LAS MUESTRAS PROBADAS

ANOVA de dos vias: Sobrevivencia contra Concentracién y Fenotipos para p< 0.05

MUESTRA ORIGEN GL | ss | ms | °F [F_Critica| Probab.
Concentracidn 4 1,247 0.312 7.03 2,53 0
NaOCN FENOTIPO 5 2,329 0.466 10.51 2.37 0
Interaccion 20 0.9789 0.049 1.1 1.75 0.368
Error 60 2,659 0.0443
Total 89 7.215 No Significativo
Concentracion 6 2,314 0.386 7.2 2.25 [}
NiSO4 FENOTIPO 5 8,757 1,751 32.7 2.37 [4]
Interaccion 30 2,757 0.092 1.72 1.65 0.028
Error 84 4,489 0.0536
Total 125 18,326
Concentracion 10 9,692 0.969 16.34 1.83 0
ENU FENOTIPO 5 8.348 1,669 28.14 2.21 0
Interaccion 50 8,502 0.130 2.19 1.38 4}
Error 198 11,748 0.0593
Total 263 36,291
Concentracion 9 10,013 1.113 35.97 2.04 0
MMmC FENOTIPO 5 2,233 0.447 14.44 14.44 0
interaccion 45 3,349 0.074 2.41 2.41 0.001
Error. 60 1.856 0.0309
Total 119 17,451 No Significativo
Concentracién 9 1.6795 0.1866 1.96 2.04 0.08
M-1 FENOTIPO 5 1.3038 0.2608 274 2.37 0.027
“Tejamaniles”| Interaccién 45 2.4227 0.0538 0.57 1.59 0.976
Error 60 57115 0.0952
Total 119 111174 No Significativo
Concentracion 9 26,499 2,944 38.03 1.96 0
M-2 FENOTIPO 5 11,467 2,296 29.63 2.29 1]
POZO Az 26 Interaccién 45 9,824 0.218 2.82 1.5 4]
Error 120 9,289 0.077
Total 179 57.081
Concentracion 9 26,484 2,943 87 .86 1.96 1]
M-3 FENOTIPO 5 1,772 0.355 10.58 2.20 0
:PO20O Az 56 Intevaccion 45 2.84 0.083 1.88 1.5 0.003
Error 120 4,019 0.034
Total 179 35,116
Concentracidn 9 1,601 0.178 4.51 1.98 0
M-4 FENOTIPO 5 3,353 0.871 16.98 2.29 1]
“EL POZO™ Interacclon 45 2,285 0.051 1.28 1.5 0.14
Error 120 4,738 0.0385
Total 179 11,976 No Significativo
Concentraciaon 9 2,554 0.284 5.06 1.96 o]
M-5 FENOTIPO 5 4,305 0.861 15.34 2.29 0
POZ0O Az 34 interaccion 45 2,421 0.054 0.96 1.5 0.55
Error 120 6,734 0.056
Total 179 16,013 No Significativo
Concentracién 9 2,629 0.292 5.78 2.04 (]
M-6 FENOTIPO 5 4,839 0.988 19.56 2.37 4]
"LOS AZUFRES"| Interaccion 45 3,144 0.0699 1.38 1.59 0.12
Error 60 3,031 0.0505
Total 119 13,744 No Significativo
Concentracién 9 2,014 0.224 3.13 2.04 0
M-7 FENOTIPO 5 3,808 0.762 10.66 2.37 0
“YACUZI" Interaccién 45 3,603 0.080 1.12 1.59 0.338
Error 60 4,289 0.0715
Total 119 13,714 No Significativo
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Compuestos utilizados:

Las concentraciones seleccionadas de los compuestos, NaOCN y NiSO4
(Gréficas 1 y 2) no resultaron téxicas para las moscas de tipo silvestre, como
puede apreciarse en los indices de sobrevivencia (IS) obtenidos para cada
compuesto, sin embargo para las moscas proficientes y las deficientes en
'rebaracién, solo se recuperd alrededor del 60 % de las moscas expuestas al
NaOCN y al NiSO, (P < 0.05); ademas, en el caso del segundo compuesto, la
vakfriabrilridad encontrada fue ligeramente mayor. La comparacion de los IS
'prdmkedio confirmo que las moscas silvestres respondieron de manera diferente
a los otros fenotipos en el caso de ambos compuestos, pero en el tratamiento
con sulfato de niquel se encontraron ademas diferencias en el IS de los machos
proficientes (Tukey, P < 0.05) (tabla 6 y 7). En general, la respuesta obtenida
para las moscas proficientes y deficientes en reparacion fue similar.

La Etil-Nitrosourea (ENU) (Grafica 3) fue detectada como un compuesto
que induce lesiones directas al ADN, encontrandose un efecto toxico conforme
se incremento la concentracion. Al comparar los IS se ubicaron dos grupos: el
primero formado por hembras y machos silvestres y hembras proficientes en
reparaciéon, para los que los IS fueron mayores comparados con los otros
fenotipos; y el de las moscas deficientes en reparacien y los machos
proficientes en reparacion, para los que las concentraciones seleccionadas
resultaron mas toxicas, particularmente a partir de 0.002 mM. A concentraciones
mayores a la indicada se recuperaron muy pocos organismos deficientes en
reparacion (Tabla 4). La variacion en el IS con respecto a la concentracion, sin
importar el fenotipo de las moscas, mostré diferentes grupos dependiendc del
nivel de la concentracion: el IS de las moscas del lote testigo (agua destilada) el
cual fue diferente del obtenido para las moscas expuestas a cualquier
concentracién; en otro grupo, el IS de ias moscas expuestas al intervalo de
concentracion entre 0.00025 a 0.008 mM fue similar entre si, pero diferente del
IS del bloque formado por las concentraciones 0.016 a 0.125 mM, también se
encontraron diferencias en el IS de moscas expuestas a 0.004 y 0.125 mM
(Tablas 8b). Con lo que confirmamos que la concentracidon de este compuesto
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(ENU) si Vafectava' los organismos conforme esta se incrementa en cualquiera de
los fenotipos estudiados en este trabajo.

v B Ta'mb.ién‘la MMC fue detectada como un compuesto que induce lesiones
diredtas al DNA, pero la toxicidad del compuesto fue general para todas las
moyscas en las dos concentraciones mas altas, sin importar el fenotipo (Tabla 4,
Grafica 4). El IS de las moscas silvestres y de las hembras proficientes fue
similar y gradualmente menor, conforme se incremento la concentracion. En el
caso de los machos proficientes, el IS fue del 30 % o0 menor a partir de 0.004
mM y no se recobraron organismos en la concentracion 0.125 mM. Las moscas
deficientes en reparacion tuvieron un IS cercano al 15 % a partir de 0.004 mM y

no se recobraron sobrevivientes a partir de 0.008 mM.

Al comparar el efecto de la concentracidén, sin importar el fenotipo, se
encontraron tres grupos entre los que el IS fue diferente: el primer grupo incluye
a los lotes expuestos de 0 a 0.002 mM; el segundo va de 0.004 a 0.031 mM y el
tercero esta formado por los IS a las concentraciones 0.063 y 0.125 mM. EI IS
fue menor conforme se incremento la concentracion de MMC (Tabla 9b).

Los resultados de las muestras de aguas se presentan por grupos,
dependiendo de la toxicidad encontrada:
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QGréfica 2. Prueba de reparacién det ADN en Drosophila melancgaster tratadas con Sulfato de
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TABLA 6a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA
FENOTIPOS DEL COMPUESTO NaOCN (DHT) p<0.05

F2 l F1 l F3 ) l F8 [ F5
FENOTIPOS | Machos prot {Hembras prof | Hembras Def § Machos Def | Machos C-8 {Hembras C-S
IS/ Promed. 0,580 0,676 0,709 0,849 0,992 1,010
F2 NS NS NS * *
F1 NS NS NS . *
F3 NS NS NS * -
F4 NS NS NS * *
F6 * . . . NS .
FS * * * - NS -

Valor de Tukey = DHT = 0.228
NS = No Significativo

* = Valores Significativos,

TABLA 6b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA
CONCENTRACIONES DEL COMPUESTOS

NaOCN (DHT) p<0.05.

c2 C3 ca l C5 l c1
{Mm] 0154 | 1537 | 7688 | 1537 | ©

0,61 0,73 0,75 077 1
c2 NS NS NS *
Cc3 NS NS NS *
c4 NS NS NS b
[of] NS NS NS .
C1 N - - - -

* = Valores Significativos,
NS = No Significativo
Valor de Tukey = DHT =0.198

TABLA 7a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA
FENOTIPOS DEL COMPUESTO NiSO4 (DHT) p<0.05

F2 ‘ F3 F1 Fq F5 Fé

FENOTIPOS | Machos prof |Hembras Def {Hembras prof ]| Machos Def |Hembras C-S { Machos C.S
1S/ Promed. 0,175 0,662 0,738 0,738 0,838 0,988

Fz - - - - -

F3 * NS NS . .

F1 . NS NS NS *

F4 . NS NS NS v

F5 * * NS NS NS

F6 - . . * NS

DHT = 0,210

TABLA 7b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA

CONCENTRACIONES DEL COMPUESTOS NiSO4 (DHT) p<0.06.

Mm
1S/prom
c2
cs
Cc7
Cc3
Cc6
C4
(o3 ]

c2
002
0,57

NS
NS
NS
NS

NS
-

C5
0,18
0,58

NS

NS
NS
NS

NS
»

c7
0,65
0,62

NS

NS

NS
NS

NS
-

c3
0,04
071
NS
NS
NS

NS

NS
*

C6
032
o7

NS

NS

NS

NS

NS

C4q
0,08
0,74

NS

NS

NS

NS

NS

-

-

% 2 8 2000

DHT =0.234
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Gréfica 3. Prueba de reparacién del ADN en 22050 1nelavyasfertratadas con ETIL-

NITROSOUREA

a) Indice de Sobrevivencia

10 S,
..... °
9 Y% Y PePRY L M ,
; YRR A .. 0. -
2 Ex i, B T =
8 os o ‘6\2\ R L
W o : 0:\
Q04 . T
8 05 LY . ."‘d \*,’—x\s(
2 A
o2 e ks
. . .
01 . ., .
é',. 'A ........ ‘
00 — b
0 0,00026 0,0008 0,001 0,002 0,004 0,008 0,016 0,031 0,083 0,126
[mM)
-- @-- Hembras prof -+ &- - Machos prof
-+ Q-+ hembras def - - A- - Machos def
-+ Q-+ Hembras C-S -+ A -- Machos C-S
—¥— Promedios
b) INDICE SEXUAL (MACHOS)
Q.6 ; A -~ N A
05 v G Lt Es. - o - .g. = -’-A...'."‘ﬁ' N .-ﬂ' 2 A"" -3
-l 0.4 L Py
2 ; .
W 03 - v
8 N
a8 0 A
= 02 ——
0.1 "
. Lok, Y %
Dc_,‘ "'-.*-..-"’ "~.
] 0,00028 0,0008 0,001 0,002 0,004 0,008 0,018 0,031 0,083 0128’
{mM)

- & ‘macho prof. - A- -macho def. - A- -Machos C-S

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

59



INDICE DE SOBREVIVENCIA

INDICE SEXUAL

1.0

0.8

08

04

03

02

o1

Q.0

0.60

0.50

0.40

0.30

0.20

0.10

0.00

Gréfica 4. Prueba de reparacién del ADN en Drosgphila melanagaster
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TABLA 8a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA

FENOTIPOS DEL COMPUESTO ETIL-NITROSOUREA (DHT) p<0.05

F2 F3 F4 F5 Fé F1

FENOTIPOS | Machos prof |Hembras Det | Machos Def |Hembras C-S | Machos C-S |Hembras prof
1S/ Promed. 0315 0,488 0,513 0,662 0,702 0,789

F2 S ", . “ - » - » -

F3 * NS . . .

F4 * NS * * *

FS * * * NS NS

F8 . * M NS NS

F1 * . > NS NS N

DHT = 0,149

TABLA 8b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DEL COMPUESTOS ETIL-NITROSOUREA (DHT) p<0.05.

c11 co | cio] cs8 | c7 c6 | c4 c3 | c5 c2 l C1
[mM] 0,125 0,031 0063 | o018 | ooos | 0004 | 0001 00005 | 0002 | 000025| O
ISlprom| 031 038 038 042 053 058 067 069 071 071 1
c11 NS NS NS NS * . - * o -
[o1:] NS NS NS NS NS NS NS * v *
c10 NS NS ) NS NS NS NS NS . v *
cs8 NS NS NS NS NS NS NS . * .
c7 ‘ NS NS NS NS NS NS NS NS .
cs ¢ NS NS NS NS NS NS NS NS -
c4 * * * N NS NS . NS NS NS .
c3 * ¢ * ¢ NS NS NS NS NS .
c5 * ‘ . * NS NS NS R "
c2 * . . * NS NS NS NS NS ou T v
1 - - - - - - - - - - N
DHT = 0.226
TABLA 9a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA
FENOTIPOS DEL COMPUESTO MITOMICINA C (DHT) p<0.06
F3 F4 F2 F1 F6 F5
FENOTIPOS |Hembras Def | Machos Def | Machos prof |Hembras prof | Machos C-S |Hembras C-S
IS/ Promed. 0,332 0,344 0,400 0,568 0,639 0,850
F3 NS NS . . .
F4 NS NS . . *
F2 NS NS v * *
F1 - . . NS NS
F8 . . . NS NS
F§ * . h NS NS o
DHT = 0.164

TABLA 9b. ANAL.ISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DEL COMPUESTOS MITOMICINA C (DHT) p<0.08.
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Muestras de Agua, muy Téxicas.

Las muestras de agua del pozo Az 26 (M-2) y del pozo Az 56 (M-3)
resultaron ser claramente toxicas (Gréficas 6a y 7b) a partir de la dilucién al
25%, en la que se recobraron pocos organismos. En cuanto a los indices
sexuales solo el de los machos proficientes es el que resulté menor, por la baja
recuperacion de este fenotipo (Graficas 7b y 8b). En general, la toxicidad de la
muestra afectd de una manera diferente a las moscas, dependiendo de su
fenotipo. Aungue la variacién en el IS no ocurrié de acuerdo con el incremento
en la concentracion, la mayor sobrevivencia por fenotipo (sin importar la
concentracion) se obtuvo para los machos deficientes, las hembras proficientes
y las hembras deficientes en reparacién, después se recobraron de mayor a
menor: machos silvestres, hembras silvestres y machos proficientes en

*reparacién (Tabla 11 a y 12 a); estas diferencias se confirmaron por el analisis
de medias de Tukey (P<0.05). La sobrevivencia de los machos proficientes fue
diferente a la de los demés fenotipos. La comparacién del IS por concentracion,
sin importar el fenotipo mostrd la existencia de tres bloques traslapados: el IS
del testigo y el de la dilucién 6.3 % (IS = 1.0 a 1.2) es diferente del bloque
formado por las diluciones 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 25 % es similar (IS = 0.70 a 0.90),
pero difieren del IS de las diluciones 6.3y 12.5 % (IS = 0.9 a 1). Finalmente, no
se recobraron sobrevivientes en la muestra al 50% y 100 % (Tabla 11b y 12b).
Solo existen diferencias significativas entre los machos proficientes del resto de
los demas fenotipos.

Para la muestra del pozo Az 56, la comparacién del |S por fenotipos, sin
importar la concentracibn mostré dos grupos, el primero formado por las
hembras silvestres, proficientes y deficientes en reparacién y el de los machos -
deficientes en reparacion, silvestres y los proficientes en reparacion; siendo el
IS de las hembras mayor al de los machos en todas las diluciones (Tabla 12 a).
Por ofro lado, el analisis del IS por concentracion, sin importar el fenotipo mostrd
cuatro bloques: con un indice de sobrevivencia de 1.0 a 1.03 para las
concentraciones 0, 1.6, 3.2, 6.3, 12.5 %, otro bloque esta formado por IS = 0.7 a
0.9 para las diluciones 0.4 y 0.8 %, la dilucidn al 25 % produjo un IS de 0.37 y
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resultd diferente de todas las diluciones y, finalmente las diluciones 50 y 100 %
en las que no se recobraron organismos (Tabla 12b). La diferencia solo es
notoria entre los IS de las hembras proficientes y los machos Canton-S.

Los resuitados obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos en
un trabajo paralelo a éste en el laboratorio de Genética con la prueba de
Recombinacion y Mutacién Somatica (SMART) aplicada a las mismas muestras
de agua, Arellano (2002), quien reporta un indice de sobrevivencia similar para
moscas fir3/mwh y TM3,Ser/mwh (cruza para determinar la induccién de
mutacién y recombinacién somaticas) expuestas a las mismas concentraciones
de las muestras de agua de la zona de Los Azufres; también reportan un efecto
téxico para la muestra sin diluir de los pozos Az 26 y Az 56.

Para el caso de estas muestras, Az 26 y Az 56, aunque no es evidente la
diferencia en los IS entre los organismos deficientes y los proficientes (Gréaficas
6 y 7), no puede afirmarse que no haya darfio al ADN, ya que en estos casos la
lesidn podria ocasionar la pérdida de las células afectadas y, posteriormente, la
muerte del organismo, si el dafio es severo (Ramos et al. 2000).
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Grafica 8, Prueba de reparacién del ADN en 27
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INDICE DE SOBREVIVENCIA

INDICE SEXUAL

Grafica 8. Prueba de reparacion del ADN en Drosophila melanogaster tratadas con la tra
de agua del pozo Az 26 U-11 en las lagunas de L.os Azufres.
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TABLA 10a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA "TEJAMANILES" (DHT) p<0.05

F2 J F1 —, F3 F8 F5 F4
FENOTIPOS | Machos prof {Hembras prof {Hembras Def| Machos C-S [Hembras C-S| Machos Def
1S/ Promed. 0,679 0,807 0,812 0,887 0,956 0,992
F2 NS NS NS NS .
F1 NS NS NS NS NS
F3 NS NS NS NS NS
Fe NS NS NS NS NS
'F§ NS NS NS NS NS
F4 * NS NS NS NS :
Valor de Tukey = DHT = 0,283

* = Valores Significativos,

TABLA 10b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES

NS = No Significativo

DE LA MUESTRA DE AGUA "TEJAMANILES" (DHT) p<0.05.

cs | c2 ] l c9 l l c10 | C7 ca c1 c4
63 04 125 18
069 071 O, 78 0, 81 0 B 0,88 0 97 1 1,08
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS NS NS . NS NS NS
NS NS NS NS NS NS NS GHSNS NS
NS NS NS NS NS NS NS NS LT Ns
NS NS NS NS NS NS NS NS NS -
DHT =0.414

TABLA 11a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 26 (DHT) p<0.08

F5 F6 F3 F1 [ F4

FENOTIPOS | Machos prof |Hembras C-S | Machos C-S {Hembras Def |Hembras prot| Machos Del
18/ Promed. 0,224 0,587 0,636 0,783 0,815 0,888

F2 - - . » -

E5 . NS NS N -

F8 . NS NS NS M

F3 M NS NS NS NS

F1 . - NS NS NS

F4 . * * NS NS

DHT = 0,208

TABLA 11b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES

DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 26 (DHT) p<0.06.

c10 | €9 ] cg [ c2 I c3 c4 [ [ C1 [

%] 100 S0 25 04 12 5 0 8.3

0 [} 065 066 o 77 0. 84 0,58 1 1,25

10 NS - - - e . -
co NS - - - - . « - -
c8 * . NS NS NS NS o v *
c2 - - NS NS NS NS * " o
c3 - - NS NS NS NS * o v
Cca . . NS NS NS NS NS NS *
c5 - - NS NS NS NS NS NS v
[e¥4 * * * * - NS NS NS NS
c1 . * . . . NS NS NS NS

CB L] - - w - * - - N§ .
DHT =0.289
ok kb e i ey
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N VI
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Gréfica 7. Prueba de reparacién del ADN en Drosophiila melanogaster tratad

con la tra

de agua del pozo Az 58 en las lagunas de L.os Azufres.
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TABLA 12a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 56 (DHT) p<0.05

F2 F& F4 F2 F1 F5

FENOTIPOS | Machos prof | Machos C-S | Machos Def | Hembras Def | Hembras prof | Hembras C-S
IS/ Promed. 0,520 0,564 0,649 0,751 0,775 0,785

F2 m m L] - *

Fe m m L] " L]

F4 NS NS NS NS NS

Fa * * NS NS NS

F1 * * NS NS NS

FE * * NS NS NS

DHT = 0,137

TABLA 12b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 56 (LA LUNA) (DHT) p<0.05.

ce c10 l l c1 l l

[%] o 4 o 8 12 5
1S/prom 0 37 0, 71 0,91 0,% 1, 00 1, 01 1 01 1,03
Cg Ns ) L] * L1 * * »

0 NS * L] * * L3 * - *
g; - * L] - * - " R ] *
C2 * * * m * * L] w L]
c3 * * N * NS NS NS NS NS
c5 * * * * NS NS NS NS NS
C1 > * > * NS NS NS NS
c8 * * * * NS NS NS NS NS
C4 * * . * NS NS NS NS NS
Cc7 * * * * NS NS NS NS NS

DHT = 0.197
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Muestras de Agua, Ligeramente Téxicas.

Los resultados obtenidos con las muestras de agua de las localidades:
“El Pozo" (M-4), “Los Azufres” (M-6) y Az 34 “yacuzzi" (M-7) se han clasificado
como Ligeramente Toxicas ya que se observa una disminucioén en el indice de
sobrevivencia de los organismo silvestres Cantén-S que resultaron ser mas
sensibles a la presencia de contaminantes en las muestras de agua (graficas 8,
10y 11).

Para la muestra M-4, el IS promedio de las moscas hembras y machos
silvestres fue menor al de los otros fenotipos (tabla 4). El valor de! indice de
sobrevivencia promedio agrupd a los machos deficientes, hembras proficientes
y hembras deficientes en reparacion, seguidos por el grupo formado por las
moscas silvestres y los machos proficientes en reparaciéon, para los que el IS
fue menor. Las diferencias se confirmaron mediante la prueba de Tukey (Tablas
13ay13b).

Para las muestras M-6 “Los Azufres” y M-7 “Yacuzzi”, sélo se encontrd
un grupo para el IS promedio y se confirmé un IS promedio diferente para los
machos proficientes en reparacién (Tabla 15 y 16). En el caso de la M-7, el IS
de las moscas silvestres fue menor en las diluciones 12.5 y 25 %, pero en este
caso el menor numero de moscas recuperadas se podria explicar por la
contaminacion de los tratamientos en una de las repeticiones, por lo que el
efecto no se asocia al fratamiento. La comparacién del efecto de la
concentracion sin importar el fenotipo mostr6, como se esperaba, un gran
bloque en el que se encuentran los IS de las moscas expuestas, las cuales sélo
difieren del IS de los testigos negativos concurrentes (tablas 16 ay 16b).
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Muestras de Agua, No téxicas
Las muestras de agua de “Los Tejamaniles” (M -1) y la del pozo

Az 34 (M-5) no afectaron significativamente el IS de las moscas tratadas ni en
el caso de las moscas proficientes, deficientes ni Canton-s (Graficas 5 y 9).
Aunque se observaron variaciones en los IS obtenidos, éstos se mantuvieron
alrededor del testigo negativo concurrente y mostraron poca variacion entre
ellos. Solo en el tratamiento con agua del pozo Az34 (MS), los machos
proficientes se mantuvieron con un IS menor al del resto de los fenotipos.

Para el caso de la muestra M-5 el analisis de varianza (ANOVA, P < 0.05)
si mostrd diferencias significativas pero sélo entre el fenotipo de los machos
proficientes que estuvieron muy por debajo de los IS promedio de los demas
fenotipos (tabla 5). El andlisis de medias para concentraciones mostrd
diferencias significativas en la respuesta a la minima concentracién de muestra
de agua 0.4% (tabla 14b).

Por otra parte, en practicamente todas ias muestras probadas se observé
que el IS de las moscas (sin importar el fenotipo) expuestas a la concentraciéon
mas baja [0.4 %] era significativamente menor (en ocasiones disminuyé hasta
en un 50 %) que el obtenido con concentraciones mayores (0.8, 1.6%, etc.)
(Graficas 5,6,7, 8,9, 10y 11, Tablas 6 ala 16).

Con respecto a los indices sexuales s6lo se encontraron diferencias en
los IS de los machos proficientes en relacion a las hembras deficientes de todas
las muestras y compuestos aplicados en este trabajo (tabla 4). Cuando existe
diferencia entre el indice sexual entre machos y hembras nos demuestra que la
presencia de marcadores genéticos en los cromosomas sexuales afecté a los
organismos de diferente forma segln el sexo, tal parece que la presencia del
balanceador en los organismos proficientes afecta mas a los machos en su
desarrollo y sobrevivencia que a las hembras.
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INDICE DE SOBREVIVENCIA

Gréfica 8. Prueba de reparacién del ADN en Dr: phil lanogaster tratadas con la
muestra de agua "EL Pozo" en las lagunas de Los Azufres.
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TABLA 13a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA "EL. POZO'' (DHT) p<0.05

F2 F6 F5 F3 F1 F4

FENOTIPOS | Machos prof | Machos C-S |Hembras C-S| Hembras Def |{Hembras prof| Machos Def
1S/ Promed. 0617 0,684 0,721 0,881 0,803 1,026

F2 NS NS * * *

F6 NS NS NS * *

F5 NS NS NS NS v

F3 * NS NS NS NS

F1 * * NS NS NS

F4 * * * NS NS

DHT = 0214

TABLA 13b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DE LA MUESTRA DE AGUA "EL POZO" (DHT) p<0.05.

’ c2 cs5 c4 c7 c10 [o:] c3 | Co cs | 1
%, 04 32 1.6 125 100 63 08 50 25 0
0663 0723 0741 0758 0778 0783 0784 0867 082 1
cz NS NS NS NS NS NS NS NS .
[o] NS NS NS NS NS NS NS NS .
c4 NS NS NS NS NS NS NS *
c7 NS NS NS NS NS NS NS NS .
c10 NS NS NS NS NS NS NS NS »
cs NS NS NS NS NS NS NS NS -
c3 NS NS NS NS NS NS NS *
o] NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c8 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c1 - L - - * - - m NS '_
DHT = 0214
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INDICE DE SOBREVIVENCIA

Gréfica 8. Prueba de reparacion del ADN en Drosophila melanogaster tratadas con ia
muestra de agua del pozo Az 34 en las lagunas de L.os Azufres,
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INDICE DE SOBREVIVENCIA

QGréfica 10. . Prueba de reparacién del ADN en Drosophil lanogaster tratadas con la
muestra de los Azufres en las lagunas de Los Azufres.
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TABLA 14a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 34 (DHT) p<0.05

LM F2 l F4 I F3 I Fe I F5 F1

FENOTIPOgMachos prot | Machos Def |Hembras De! | Machos C-S |Hembras C-§Hembras prof

1S/ Promed 0,488 0,764 0,888 0,895 0,812 0,820
F2 - - - - -
F4 - NS NS NS NS
F3 o NS NS NS NS
F6 - NS NS NS NS
F5 * NS NS NS NS
E1 hd NS NS NS NS

DHT = 0,177

TABLA 14b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DE LA MUESTRA DE AGUA POZO Az 36 (DHT) p<0.05.

c2 l cs I c8 ce LCQ c10 Cc7 I Cc3 [ c4 Cc1
%] 04 22 25 6.3 50 100, 125 08 16 9
[1S/prom 1 0518 0742 0747 0814 0813 0821 0848 0886 0522 1
c2 NS NS . . - - . 0 N
cs NS NS NS NS NS NS NS NS .
c8 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
[o1:} * NS NS NS NS NS N3 NS NS
co * NS NS NS NS NS NS NS NS
ci0 * NS NS NS NS NS NS NE NS
c? . NS NS NS NS NS NS NS NS
Cc3 . NS NS NS NS NS NS NS NS
Cc4 . NS NS NS N8 NS NS NS NS
o1 . * NS NS NS NS NS NS NS
DHT = 0.255

TABLA 15a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA "LOS AZUFRES" (DHT) p<0.05

F2 F3 F4 F6 ] F1 FS§

FENOTIPOS| Machos prof IHembras Def | Machos Def | Machos C-S_|Hembras pro{Hembras C-S
IS/ Promed 0,225 0,659 0,701 0,803 0,816 0,843

F2 . . " - N

F3 * NS NS NS NS

F4 . NS NS NS NS

F6 . NS NS NS NS

F1 . NS NS NS NS

F5 . NS NS NS NS

DHT = 0,209

TABLA 16b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DE LA MUESTRA DE AGUA "LOS AZUFRES" (DHT) p<0.05.

ca l c2 l c8 c7 c9 €3 jcio| cs8 | c5 |cCt

%] 1,6 04 63 125 50 08 100 25 32 0
1S/prom. 0512 0537 0588 0,594 [ X 0837 0735 0,748 0794 1
c4 NS NS NS NS NS NS NS NS d
c2 (] NS NS NS NS NS NS NS .
c6 NS NS NS NS NS NS NS NS .
c? NS NS NS NS NS NS NS NS >
co NS NS NS NS NS NS NS NS M
c3 NS NS NS NS NS NS NS NS b
ci1o NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c8 NS NS NS NS NS NS NS - NS NS
cs NS NS NS NS NS 03 NS NS NS

1 - - - - - - NS NS NS J
DHT = 0.302
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INDICE SEXUAL

INDICE DE SOBREVIVENCIA

Gréfica 11. Prueba de reparacion del ADN en Dr.
muestra de agua del pozo Az 34 "yacuzl” en las fagunas de Los
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TABLA 16a. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA FENOTIPOS
DE LA MUESTRA DE AGUA "YACUZ" (DHT) p<0.05

F2 F6 F4 F3 F5 F1

FENOTIPOS| Machos prot | Machos C-S | Machos Def | Hembras Def |Hembras C-S Hembras prof
1S/ Promed 0,360 0,718 0,746 0,838 0,849 0,896

F2 * * - * L ]

F6 * NS NS NS NS

F4 * NS NS NS NS

F3 * NS NS NS NS

F5 * NS NS NS NS

F1 * NS NS NS NS

DHT = 0,249

TABLA 16b. ANALISIS DE MEDIAS DE TUKEY PARA CONCENTRACIONES
DE LA MUESTRA DE AGUA "YACUZI" (DHT) p<0.05.

c2 I c6 I Cc4 cs c?7 | c10| c3 cs5 | cotcCt
(%] 04 6.3 16 3
IS/prom| 061 065 068 071 073 075 080 082 089 1
c2 NS NS NS NS NS NS NS - .
C6 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c4 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
cs8 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c7 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
cl1o NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c3 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Cc5 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
c9 * NS NS NS NS NS NS NS NS
* NS NS NS NS NS NS NS NS
DHT =0.359
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Vi. DISCUSION

En los resultados obtenidos se observaron varios tipos de efectos
inducidos por los compuestos utilizados y las muestras de agua contaminada
provenientes de diferentes localidades de Los Azufres en la prueba de
reparacion in vivo de dafo al ADN en Drosophila melanogaster. Con base en el
indice de sobrevivencia (IS) de las moscas proficientes (FM7, alelos mei
normales), deficientes (mei-9°, mei-41°%) y las Canton-S utilizadas en este
trabajo, estos efectos se clasificaron en: 1) téxicos, 2) ligeramente toxicos y 3)
no téxicos.

Los machos proficientes en reparacién mostraron un retraso en el tiempo
de emergencia de pupa a adulto con respecto al resto de las moscas en la
mayoria de los experimentos realizados, por lo que la recuperaciéon de éstos
siempre fue en un numero menor, comparado con los otros genotipos. Lo
anterior puede deberse a que los machos proficientes presentan el cromosoma
balanceador FM7 para el cromosoma X, el cual se utiliza para estabilizar a las
mutaciones mei en la cruza progenitora de las hembras madre (los alelos
mutados meji estan en el cromosoma X homologo) (Linsdley y Zimm, 1992). La
presencia de este balanceador tiene por efecto impedir la recombinacién de los
alelos mei mutados (mei-9°, mei-41°% y evitar que se puedan perder durante la
recombinacion; este efecto se mantiene también en los machos de la siguiente
generacion que presentan los alelos silvestres de los genes mei. Por otro lado,
hay que recordar que los machos de Drosophila son hemicigéticos para los
genes que se localizan en el cromosoma X, el cual esta alterado por las
mtitiples inversiones que caracterizan al balanceador FM7 que pudieran estar
alterando la expresién de los genes mei silvestres (Inoue et a/. 1995).

La linea Canton-S se utilizd como linea de referencia ya que la
disposicién de sus cromosomas es de tipo silvestre y no expresan aiguna
mutacién, ni presentan inversiones cromosémicas, por 0 que al ser comparados
con los organismos mutantes deficientes en reparacion (mei-9°, mei-41°% o con
los portadores del cromosoma balanceador FM?7, facilita establecer el efecto del
genotipo en la respuesta genotoxica (Rivas et al. 1999).

TESIS CON b
FALLA DE ORIGEN




Para confirmar la sensibilidad de la prueba de reparacion in vivo con
Drosophila se utilizaron varios compuestos, entre los que se incluyen los
controles positivos MMC y ENU (Vogel ef al. 1996; Castellani, 1998; Nickoloff y
Hoekstra 1998; Ordaz, 1991); un compuesto con una débil actividad
recombinogénica, el sulfato de niquel (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1986) y
finalmente, el cianato de sodio, del que no se ha establecido actividad
mutagénica, pero se ha mostrado que tiene la capacidad de reducir el
crecimiento tumoral en ratas infectadas (Boffa y Allfrey, 1978; Jiménez, 1998).

1) Compuestos de referencia.
Los compuestos que produjeron un efecto genotdxico claro fueron la Etil-

Nitrosourea (ENU) y la Mitomicina C (MMC), los cuales se seleccionaron como
controles positivos para la prueba de reparacién de daftio al ADN en Drosophila
por su actividad mutagénica y recombinogénica sobre el ADN.

El compuesto ENU es un agente alquilante que forma aductos de O°-
alquilguanina y OS-alquiltimina, esta transformacién quimica de las bases
nitrogenadas altera la afinidad de las mismas y provoca lesiones por error de
apareamiento (Moses y Summers, 1988). Los mutantes mei-9 son deficientes
en reparacion por escisién de nucledtidos y aparentemente tienen reducida la
actividad de las enzimas AP endonucleasas, por lo que los sitios AP se van
acumuliando al no poder reparar los sitios dafados en el ADN (Nivard et al.
1986). Lo anterior podria explicar la baja sobrevivencia de los organismos
deficientes en reparaciébn expuestos a la ENU. Por su parte, la baja
sobrevivencia de los machos proficientes en reparacién podria ser explicada por
el efecto de las multiples inversiones del cromosoma FM?7.

La MMC es un compuesto que induce mutacién génica, deleciones
cromosomicas, no-disyuncion y recombinacién somatica en Drosophila. Produce
entrecruzamientos de ADN, los cuales se reparan por la accidn cooperativa y
secuerncial de los sistemas de reparacion por escision y por recombinacién
(Nakamura et al. 1997). Asi, en las moscas deficientes en reparacion, ademas

R 79

FALLA DE ORIGEN |

1
e




de la deficiencia asociada al gen mei-9, la presencia del gen mei-41, impide la
formacion del complejo enzimético que participa en la reparacién por
recombinacién. Se ha descrito que a determinadas concentraciones, la MMC
bloquea la replicacién y la transcripcién del ADN, interfiiendo con la division
celular, ain en organismos que presentan un sistema de reparacion de tipo
silvestre (Nickoloff y Hoekstra, 1998).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo para los organismos
proficientes en reparacién y los silvestres Canton-S muestran que la exposicion
ala MMC afectd la sobrevivencia de las moscas en el orden: silvestres >
proficientes (hembras) > machos proficientes > organismos deficientes; en la
concentracion mas alta resultd toxica y aunque se asume que las moscas
silvestres tienen la capacidad de reparar el dafo inducido al ADN, la
sobrevivencia de éstas también fue menor. La toxicidad fue mas evidente para
las moscas deficientes en reparacidn, las cuales no sobrevivieron ain a
concentraciones en orden de magnitud menor (tabla 4).

Los compuestos utilizados para comprobar la eficiencia de la prueba, la
ENU y la MMC fueron detectados satisfactoriamente por la prueba de
reparacion del DNA in vivo en Drosophila, como mutagenos que inducen
lesiones directas al DNA que requieren de los mecanismos de reparacion
mencionados para su reparacién.

El NiSQ4 (Grafica 1) fue propuesto inicialmente como control positivo
por las caracteristicas quimicas que presenta. El nfquel (Ni) reacciona
rapidamente con el ADN y disminuye la fidelidad de su sintesis. Se ha reportado
que el Ni induce rompimientos de ADN de una sola hebra, en estudios
bioquimicos se ha demostrado que las sales de Ni reaccionan facilmente con el
ADN vy alteran la fidelidad de la sintesis del mismo (Miyaki ef al. 1977; Sirover y
Loeb 1976). Rodriguez-Amaiz y Ramos (1986) probaron la capacidad del
NiSO, en Drosophila melanogaster para inducir mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo (SLRLT). Jiménez (1998) observé que el sulfato de niquel
administrado a Drosophila melanogaster en forma subcrénica induce mutaciéon y
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recombinacién somaticas (SMART). A las concentraciones probadas en este
trabajo [0.02 a 0.65 mM], el NiSO4 no fue téxico para las moscas expuestas
(excepto los machos proficientes, que se recuperaron en una frecuencia muy
baja). Sin embargo, si se ha reportado efecto mutagénico de este compuesto en
otras pruebas de Drosophila (SMART) en células somaticas de la mosca
(Jiménez, 1998).

Para el compuesto NaOCN (Grafica 2), se encontraron diferencias entre
las moscas silvestres y el resto de los fenotipos. Este compuesto fue utilizado
por Jiménez (1998) que probd que el NaOCN administrado de manera
subcrénica y por via oral a larvas de Drosophila no mostré ser mutagénico y
aparentemente puede disminuir la genotoxicidad del NiSO; cuando se
administra previamente a la aplicacion de otros mutagenos. En el presente
trabajo, en las dos concentraciones menores del compuesto NaOCN (0.154 y
1.54 mM), el IS de las moscas deficientes y proficientes fue menor al de sus
testigos correspondientes.

2) Muestras de agua.
En las muestras Az 26 (salmuera), Az 56 (salmuera), el “Pozo” (manantial

sulfuroso), Yacuzzi (manantial sulfuroso tipo géiser), el IS de las hembras y los
machos silvestres fue ligeramente menor (pero no significativo) que el obtenido
para las moscas deficientes y las proficientes en reparacion. Por otro lado, un
aspecto interesante en los tratamientos con las muestras Az 26 y el “Pozo” fue
que los mayores IS se obtuvieron para moscas portadoras de las mutaciones
mei-41°° y mei 9° (deficientes en reparacién), ya sea en forma homocigética
(hembras), hemicigotica (machos), o junto con FM7 (hembras proficientes).

En 1984, Zijstra y Vogel (citado por Zijlstra, 1987) mostraron que los
niveles de respuesta metabdlica son mayores en {as moscas silvestres Canton-
S que las cepas mutadas de varios tipos, en multiples trabajos realizados con
Drosophila. En 1982, Zimmering demostro la influencia que tienen los factores
metabdlicos en la induccion de dafo genotéxico inducido por el compuesto
Ciclofosfamida: en moscas con alta bioactivacién o silvestres (Canton-S) la
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respuesta obtenida en la prueba de SLRLT fue negativa; por otro lado, al
probar este compuesto para su efecto clastogénico, moscas con cromosomas-X
en anillo cruzadas con hembras mei-9"' deficientes en reparacién del ADN
produjeron una respuesta positiva para la induccion de pérdida parcial de
cromosomas sexuales (Zimmering, 1982 citado por Zijistra, 1987).

Otro aspecto que se presentd en los tratamientos con las muestras de
agua de “Yacuzzi”, Az 56 y Az 34 fue que el IS de los machos de todos los
fenotipos fue, en general, menor que el de las hembras. Debido a que las
condiciones de cultivo, exposicion y manipulacién, fueron las mismas para todos
los organismos tratados, lo Unico en lo que parecen diferir estos organismos es
en la presencia de los cromosomas sexuales, XX (hembras) o XY (machos). Un
efecto similar ha sido reportado en moscas expuestas a diferentes
concentraciones de arsénico para evaluar mutacion y recombinaciéon somaticas
(SMART) en los ojos del adulto (Ramos y Rodriguez, 1995), asi como en la
determinacién de la genotoxicidad de muestras de agua contaminada por este
metaloide (Ramos, et al., 2000). Por otra parte, la capacidad de realizar
recombinacién somatica ha mostrado modular la respuesta ante Ia
genotoxicidad de compuestos como la azida de sodio en Drosophila (Gonzalez
y Ramos, 1997).

~ En los machos proficientes en reparacion (FM7/Y) lo anterior se hace
evidente en todos los lotes tratados en este trabajo. Los mlltiples arreglos y la
condicibn de hemicigosis propia de los machos proficientes resuita mas
relevante en la respuesta genotéxica que la deficiencia génica para reparar el
DNA de los machos deficientes en reparacién (mei-41°°, mei 9°7Y), los cuales,
en general, produjeron indices de sobrevivencia mas altos en las muestras de
agua.

Por otro lado, como puede observarse en practicamente todos los casos en
la concentracién mas baja probada se obtuvo un Indice de sobrevivencia menor,
comparado con el obtenido a concentraciones mayores, sin importar el
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genotipo de éstas (incluso en las moscas de tipo silvestre), por lo que este
patron podria seflalar un comportamiento caracteristico para Drosophila. Una
respuesta similar fue reportada por Arellano (2002) para las moscas que se
utilizan en la determinacion de mutacién y recombinacién somaticas en células
de las alas de Drosophila para las mismas muestras de agua.

En general, toda poblacion biolégica estd conformada por organismos con
diferente sensibilidad a diversos factores. Lo anterior constituye una ventaja
cuando se pretende evaluar el peligro potencial que representa determinado
agente fisico, quimico o biolégico. La identificacién oportuna de la respuesta de
estos organismos constituye uno de los objetivos de la toxicologia genética, ya
que favorece la implementacién temprana de medidas de seguridad con la
finalidad de evitar o reducir el peligro potencial para el resto (la mayoria) de la
poblacion (Butterworth et al., 2000). Es posible que la reduccién en el indice de
sobrevivencia recobrado a bajas concentraciones pueda estar relacionado con
la induccidon de los mecanismos de desintoxicacion, en cuyo caso, aquellos
organismos que no sobreviven probablemente si detectan la presencia de los
componentes de la muestra de agua, pero no logran inducir los pasos
subsecuentes en la respuesta de desintoxicacion.

La prueba de reparacion in vivo del DNA de Drosophila, en la forma que
fue adaptada en este trabajo (adicién de la cepa Canfon-S) es una metodologia
sumamente sensible, como lo pudimos observar en este trabajo, que discrimina
entre la actividad téxica y genotoxica de un compuesto, o en el caso de mezclas
complejas como las probadas. Lo anterior es sumamente valioso para la
identificacion adecuada de respuestas falsas negativas y falsas positivas en
otras pruebas de genotoxicidad en Drosophila.

El uso de esta prueba puede ser preliminar al desarrollo de otro tipo de
metodologias para probar mutagénesis o genotoxicidad que no sean tan
susceptibles a concentraciones muy bajas, por lo que se pudiera considerar
como un modelo alternativo para la identificacion de agentes con actividad
genotoxica en Drosophila melanogaster. Ademas de su facil ejecucion y tiempo
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relativamente corto, comparada con otras metodologias en Drosophila
melanogaster, esta prueba tiene la ventaja de que responde a concentraciones
similares a las utilizadas en sistemas celulares in vitro, con la ventaja adicional
de que dicha respuesta implica la complejidad de un sistema in vivo. Sin
embargo todavia no podemos establecer a esta prueba como un buen modelo
de biomonitoreo por las multiples inconvenientes en las respuestas de
sobrevivencia de los organismos que presentan el balanceador FM7 ante la
presencia de mezclas complejas.

El efecto encontrado en este trabajo sugiere que la variacién en los IS
promedio podria estar asociada, al menos en parte: 1) con la deficiencia en
reparacion; 2) con la falta de homologia entre los cromosomas de las hembras y
machos proficientes en reparacion (portadores de FM7); 3) con el orden de los
genes en el cromosoma FM7.
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Vii. CONCLUSIONES.

La prueba de reparacién in vivo de dafio al ADN en Drosophila melanogaster,
fue positiva en los compuestos ENU y MMC.

Las moscas utilizadas en la prueba de reparacion del DNA in vivo de
Drosophila no mostraron dafio genotéxico a la exposicion de NaOCN ni de NiSO,,

La prueba de reparacion discrimind a las muestras de agua en: muy toxicas
(Az 26 y Az 56), toxicas (“El Pozo”, “Los Azufres” y “"yacuzzi”) y no toxicas
(Tejamaniles y el “Pozo” Az 34).

El cromosoma balanceador FM7 es un arreglo cromosémico que modifica la
respuesta de genotoxicidad y reduce el indice de sobrevivencia en los machos
portadores, proficientes en reparacion.

En los indices de sobrevivencia de Drosophila se recobra una constante
disminucién del Indice de Sobrevivencia ante la respuesta de los contaminantes
del agua en la minima concentracion.

El indice de sobrevivencia es un indicador sensible de la actividad téxica y
genotéxica de compuestos aplicados a la prueba de reparacion del ADN.

La prueba de reparacion del DNA in vivo en Drosophila melanogaster puede
utilizarse como una prueba preliminar para evaluar toxicidad y es un modelo
alternativo para la evaluacion de la posible actividad genotéxica de muestras de
agua contaminada.
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