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RESUMEN

En este trabajo se compard el efecto de la exposicion a un teratégeno de
referencia (colchicina) en tres especies de dipteros del género Drosophila: D.
virilis, D. hydei y D. melanogaster (Drosophilidae), para evaluar su uso como
indicadores in vivo de daho teratogénico. Se usaron 14 concentraciones obtenidas
por diluciones sucesivas a partir de la mayor concentracion probada (0.125,
0.0625, 0.0325, 0.0156, 0.0078, 0.0039, 0.0019, 0.00097, 0.00048, 0.00024,
0.00012, 0.00006, 0.00003 mM); como disolvente y testigo negativo se us6 agua
destilada. El tratamiento se administré por alimentacion-contacto a larvas de 72+
4h para D. melanogastery 96x 4 h para D. hydeiy D. virilis.

De acuerdo a su susceptibilidad, las especies respondieron de esta manera; de
mayor a menor grado: D. hydei> D. virilis > D. melanogaster, en las dos Uultimas, la
LCso es muy similar y no mostré diferencias significativas en el indice de
Sobrevivencia (IS) recobrado (p>0.05). Los marcadores para cada regién corporal
en las tres especies fueron recurrentes, aunque se presentaron con una
frecuencia diferente entre éstas. Entre los factores que pudieron influir en la
respuesta de cada especie estan: la sensibilidad a las condiciones iniciales de
exposicion, en particular la edad de las larvas y una actividad diferencial de
desintoxicacion.

Se concluye que los principios basicos del desarrollo animal permiten utilizar
diversos organismos para el biomonitoreo, ampliando las expectativas para

alcanzar metodologias aplicables al monitoreo in situ.



INTRODUCCION

Monitoreo ambiental

El monitoreo ambiental del agua basado en el andlisis de sus contenidos y
parametros fisocoquimicos, ha aportado informacién del tipo de sustancias
presentes en diversos cuerpos de agua, asi como del rango de concentraciones
en el que se presentan. El cambio significativo en los parametros reportados como
caracteristicos de ambientes acuaticos particulares como rios, lagunas y lagos,
entre otros, sirve de base para detectar la perturbacién ambiental provocada por la
presencia de agentes contaminantes. Sin embargo, la determinacién de la lista de
contaminantes presentes en el agua resulta limitada para predecir el impacto de
su presencia hacia los seres vivos, ya que la determinacion de los contaminantes
individuales no aporta informacién de las interacciones que se presentan entre
éstos, asi como con otros factores del ambiente como la temperatura, el pH y
otros (Butterworth et al., 2000).

La determinacién del porcentaje de organismos que mueren al exponerse a una
muestra ambiental es un indicador objetivo de su toxicidad y permite establecer
comparaciones entre diferentes muestras de agua, pero no es informativo de su
efecto en los organismos sobrevivientes. Por ejemplo, si la exposicién afecta
selectivamente a ciertos organismos con atributos en comuin (sexo, edad o
genotipo), a 6rganos particulares (higado, piel, rindén), a funciones basicas como la
reproduccidn o inclusive, si el o los agentes contaminantes son capaces de dafar
a los organismos expuestos o a sus descendientes, por un efecto de tipo
transgeneracional (Ramos-Morales et al., 2000).

Una estrategia alternativa en el estudio de la calidad del ambiente es el uso de

bioindicadores, biomarcadores y biosensores a través de los cuales, los cambios
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en los parametros poblacionales caracteristicos son utilizados en la vigilancia de
los ecosistemas (terrestre, acuatico y aéreo) (Butterworth et al., 2000).

En el monitoreo, el uso de organismos en el ambiente alerta directamente de los
cambios provocados por la presencia de agentes genotdxicos, sin embargo, es un
hecho que los organismos se encuentran asociados a ambientes especificos, por
ejemplo, en el estado de Minesota en USA, alrededor de 1993 se alert6 de la
presencia de diversas malformaciones en las extremidades en las ranas,
posteriormente este efecto se reporté también en sapos y salamandras en los
lagos de este estado y sus alrededores. En apariencia, el agente causante de las
alteraciones se encontraba asociado con los cuerpos acuaticos y, a partir de
entonces se desarrollaron gran cantidad de investigaciones para tratar de
esclarecer la razén de dichas alteraciones, sin alcanzar, hasta la fecha, resultados
contundentes. No se encontré informacién complementaria a partir de las fases

terrestre o aérea (Bruner et al., 1998).

Biomonitores y Biomarcadores

Generalmente, un biomonitor es un sistema basado en el andlisis de cambios en
el comportamiento caracteristico de organismos completos en respuesta a
variaciones ambientales que son cuantificables a través de parametros como:
viabilidad, metabolismo, conducta, ubicacién geografica y dafno genético, entre
otras causas. El andlisis del efecto puede realizarse con base en aspectos
especificos derivados de subsistemas de un organismo, biomarcadores, como:
niveles de expresion de proteinas como glutatién, metalotioneinas, alcohol

deshidrogenasa y muchas otras. Finalmente, un biosensor es un sistema biolégico



en el que se asocia la deteccion 6 respuesta de la exposicion con una
manifestacion quimica o fisica (Butterworth et al., 2000).

Los biomonitores y biomarcadores ambientales, también llamados marcadores
bioldgicos, constituyen herramientas valiosas en la ecotoxicologia, para evaluar el
riesgo y el grado de dafo provocado en los organismos por la acciéon de agentes
contaminantes. Un parametro importante del diagnéstico es la respuesta de los
organismos mas sensibles que alertan acerca del riesgo que implica la exposicién
a ciertos contaminantes antes de que los efectos de la contaminacion se
extiendan al resto de los organismos de las poblaciones bajo riesgo: esta senal
permite establecer medidas de prevencién (Evenden y Deplege, 1997).

Los marcadores bioldgicos son variados y se suelen clasificar por el tipo de
marcador: de Efecto 6 Exposicion. Por el nivel de organizacién, como especificos,
en los niveles mas basicos de organizacién (6rganos a moléculas) y no
especificos como andlisis fisiolégicos, conductuales y ecoldgicos (organismos
completos a ecosistemas) (Arellano, 2002).

Varios parametros bioquimicos, fisiolégicos y genotéxicos han sido usados como
biomarcadores de la salud del ecosistema. El futuro papel de los biomarcadores
debera ser la determinacion precisa de los efectos bioldgicos en los organismos
expuestos; los procedimientos basados en una sola prueba no son apropiados
para todas las circunstancias. Una bateria de pruebas podria abarcar mas
eficientemente los requerimientos de andlisis para circunstancias reales,

generalmente mas complejas (Bolognesi et al., 1999).



Biomonitores centinelas utilizados en la evaluacion de posible actividad
genotoéxica

Se ha definido a la Ecotoxicologia genética como "el estudio de los cambios
inducidos por quimicos o radiacién en el material genético de la biota natural.
Cambios que pueden ser alteraciones directas en genes y expresiéon genética o
tener efectos selectivos de la frecuencia génica” (Kleinjans y Van Schooten, 2001).
Una de las formas mas directas en el monitoreo es recurrir a los sistemas
biolégicos ya presentes en el ambiente, llamados organismos centinelas
(Butterworth et al., 2000).

Para estudiar los efectos de la exposicion a genotoxinas ambientales en las
especies de vida silvestre, se ha implementado el uso de marcadores como los
derivados, entre otros, de protocolos de evaluaciéon de riesgo de cancer en
humanos y que comprenden la identificacion de modificaciones quimicas del ADN
(mutacion), deteccion de aductos del ADN, marcadores de efectos citogenéticos
como aberraciones cromosdmicas y micronucleos.

El analisis de marcadores de efectos genotéxicos en células somaticas y
germinales pueden elucidar si la presencia de mutdgenos en el ambiente ha
tenido un impacto en la biodiversidad y en la oportunidad de sobrevivencia, debido
a la inducciéon de cambios en las frecuencias alélicas de la poblacién, y/o
seleccionando loci, criticos para la sobrevivencia a altos niveles de contaminacién
ambiental; la informacién derivada de esta practica ha contribuido
significativamente a la evaluacién del riesgo de impacto ecoldgico (Kleinjans y Van

Schooten, 2001).



De esta manera se pueden senalar tres modalidades de aplicacion de estrategias
experimentales: modelos de laboratorio con condiciones controladas en las que la
muestra problema se transporta al laboratorio para ser analizada con modelos
calibrados ahi mismo; aquellas en las que el modelo bioldgico es llevado al sitio de
emision y después de una exposicion de cierta duracién, los organismos
expuestos son regresados al laboratorio para su anadlisis y; en una tercera
categoria se encuentran aquellas que utilizan biomarcadores in situ que son
llevados al laboratorio para su identificacion o andlisis. La operatividad de las dos
ultimas depende de la compatibilidad del modelo a utilizar y del ambiente a
evaluar, por ejemplo peces de agua dulce para establecer el impacto de un
derrame de petréleo en una plataforma marina; o bien, la distribucién geografica
de la especie a utilizar (en algunas regiones puede no existir la especie
seleccionada como modelo experimental).

Es en este ultimo aspecto que no existe un biomonitor in situ de efecto que indique
actividad genotdxica en organismos nativos que sea informativo de perturbacion
sin necesidad de llevarlo al laboratorio. Comunmente nos enfrentamos al
problema de que un solo organismo resulta poco o no representativo de algin
habitat en particular, debido principalmente a aspectos como: adaptacion,
distribucién, ciclo de vida, metabolismo y otros. Un factor fundamental para
optimizar la inversién en tiempo y recursos en el biomonitoreo, es estudiar a los
organismos que estan participando de lleno en la cadena tréfica del lugar y de
éstos, utilizar a aquellos que puedan ser identificados rapidamente y sin
ambigiliedad.

Los avances en el conocimiento de la formacién de patrén y la regulacién del

desarrollo de los organismos han evidenciado la conservacion de principios
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basicos que sustentan la validez del uso de organismos que pertenecen a niveles
de organizacion similares para el estudio del impacto ambiental. Por su amplia
distribucién, los insectos pueden ser utilizados como organismos centinelas del

ambiente.

Dipteros

Los insectos son los organismos mas diversos y dispersos del Reino Animal. Entre
éstos, los pertenecientes a los 6rdenes Neuroptera, Meloptera, Raphidioidea,
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, son considerados los mas abundantes y
diversos, ademas de mostrar un desarrollo holometabolo, es decir, llevan a cabo
metamorfosis completa. Los dipteros, ademds de reunir una gran cantidad de
especies, tienen una distribuciéon cosmopolita.

De manera general, en el ciclo de vida de un holometabolo, la etapa juvenil que
eclosiona del huevo es una larva, la cual pasa por una serie de mudas, que
permiten el crecimiento, con pequefios cambios morfolédgicos en apéndices
bucales y estigmas. La udltima muda metamérfica es utilizada para la formacién de
la pupa. Durante esta etapa el organismo no ingiere alimento, su energia proviene
de los cuerpos grasos almacenados en el cuerpo de la larva y de la lisis del tejido
larvario. Durante este periodo se diferencian las estructuras del adulto, que
reemplazan a las de la larva (Gilbert, 2000). Los primordios celulares que daran
origen a las estructuras del adulto, al salir del huevo, son de apenas unas 30-40
células (Martinez y Stewart, 2002; Garcia-Bellido y Merriam, 1971a) y cada una se
encuentra formando un saco de células que prolifera continuamente durante toda

la fase larvaria para su posterior diferenciacion en la pupa.
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La mayoria de las larvas de los Diptera suelen desarrollarse en medios acuosos,
lo cual es muy importante para su uso como bioindicadores centinelas.

Diptera es el tercer orden mas grande de los insectos, que incluye entre las
familias cosmopolitas a la familia Drosophilidae, de la cual el 56% de sus especies
pertenecen al género Drosophila; algunas especies de este género han sido
ampliamente estudiadas en diversos aspectos (herencia, especiacion, sistematica,

biologia del desarrollo, toxicologia, etc) (Wheeler, 1981).

Conservacion del patron basico del desarrollo

En el reino animal, se conservan aproximadamente el mismo nimero de genes
centrales —alrededor de 12 000- que codifican a los componentes de las rutas
bioquimicas basicas y las funciones celulares compartidas evolutivamente
(Martinez y Stewart, 2002). Desde los afnos 70’s se ha reunido evidencia
experimental de que muchos de los productos de la diferenciacion celular
especializada como las hemoglobinas, insulinas, hormonas esteroides y otras, se
comparten ampliamente entre los metazoarios (Duboule y Wilkins, 1998).

Los constantes avances en la genética y en la comprension de los mecanismos
moleculares implicados en la expresion de los genes que regulan el desarrollo de
los organismos, han comprobado la conservacién de programas genéticos en los
seres vivos pertenecientes a diferentes niveles de complejidad en los cuales, no
solo la secuencia de los genes involucrados es muy similar, sino también el tiempo
en el que éstos se expresan y las funciones para las que codifican, constituyendo
asi una red de genes y proteinas que operan en el interior de las células y en la

comunicacion entre éstas. Los programas estan escritos en regiones reguladoras
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del genoma y determinan la secuencia del patron de la expresion genética
caracteristica de cada organismo. La maquinaria molecular que lo interpreta esta,
asimismo, determinada por estos programas. Hay un despliegue progresivo
asociado con los diferentes niveles de complejidad y organizacion (Eizinger, et al
1999; Martinez y Stewart 2002). Estas redes de proteinas funcionan en la emision,
recepcion y transduccion de sefales quimicas, mientras que otras actian como
blancos y efectores para esas senales (Chouard y Yaniv, 1981). Los mecanismos
de regulacién y sus moléculas clave permanecen ampliamente constantes entre
los metazoarios (maquinaria molecular, reguladores transcripcionales y sistemas
de transduccion de senales) (Duboule y Wilkins, 1998).

La naturaleza universal de estos mecanismos y redes moleculares, implica un
aspecto fundamental de unidad molecular, segtn el cual todos los organismos
tienen un conjunto similar de proteinas altamente conservadas que pueden ser
organizadas en clases. Estas proteinas son capaces de procesar la informacion y
actuar como elementos de un microprocesador. Las diferencias entre los
organismos recaen en los programas, en la secuencia de expresion genética
caracteristica de cada organismo y en como se organiza su desarrollo en espacio
y tiempo. Los mismos eventos de sehalizacion pueden producir diferentes
resultados dependiendo del contexto, por ejemplo si se trata de hembra o macho

(Martinez y Stewart, 2002).

En gran medida la diversificacion evolutiva del desarrollo parece haber fluido de
una utilizacién diferencial de los mismos genes en diferentes patrones de
expresion, ya sea en tiempo y espacio. En los eucariontes existen familias
génicas, producidas por series de duplicaciones de la secuencia de ADN, algo que

parece haberse promovido durante la evolucion, creandose con esto nuevas
12



capacidades en la mezcla de funciones de los mismos componentes. El hecho de
que los productos génicos sean aparentemente empleados en mas de una
ocasion y afectando diferentes sitios durante el desarrollo de los organismos,
parece ser la regla (Doboule y Wilkins, 1998, Eizinger, et al., 1999).

Ademas, muchos de los sistemas moleculares conservados tienen funciones
similares en la formacién del patrén y organogénesis en los animales, que tienen
claramente sistemas de desarrollo diferentes y una morfologia cuando adulto,
también diferente (Duboule y Wilkins, 1998). Un grupo de genes relacionados
entre si, los llamados genes Hom en invertebrados y los genes Hox en
vertebrados, dirigen aspectos similares del disefio corporal en todos los embriones
animales.

Como se ha demostrado con Drosophila melanogaster y se ha confirmado en
otros organismos como peces, aves, mamiferos y nematodos la funcién normal de
los genes homedticos es conferir a las células identidades espaciales (o
posicionales) especificas. Estas identidades tienen sentido solo en tiempo vy
espacios particulares, de manera que las coordenadas espaciales asignadas por
los genes homedticos se interpretan de diversa forma en distintos momentos del
desarrollo embrionario temprano (Mc Ginnis y Kuziora, 1994).

El orden lineal que presentan los genes en el cromosoma, corresponde
exactamente con el orden de las regiones corporales que dichos genes
especifican a lo largo del eje anteroposterior del embrién. La mosca del vinagre y
otros invertebrados siguen un desarrollo muy diferente, pero en los primeros
estadios comparten con los vertebrados un patréon de expresién comun de los

genes homedticos. Tal descubrimiento revela que, pese a diferencias en el
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aspecto final de los animales, éstos usan genes estrechamente emparentados
para especificar partes del cuerpo a lo largo del eje anteroposterior.

Estos genes son miembros de la familia génica con secuencia homeética. Esta
caja homoedtica, es una secuencia de ADN que contiene las instrucciones para la
sintesis de un grupo emparentado de homeodominios, regiones protéicas de 60
aminoécidos aproximadamente. Este grupo de proteinas se unen al ADN en las
zonas reguladoras de los genes. La combinacién apropiada de estas proteinas
enlazadas a un elemento regulador del ADN sefalara la actividad o la represién de
un gen. Parece probable que las proteinas HOM designen diversas posiciones a lo
largo del eje anteroposterior, regulando la expresién de lo que quiza sean grandes
grupos de genes subordinados (genes blancos). Esta estrategia reguladora ha
sido conservada durante la evolucién animal y adaptada a contextos de desarrollo
muy diferentes (Denell et al., 1996; Mc Ginnis y Kuziora, 1994; White et al, 2000).
Buena parte de la especificidad funcional de las proteinas HOM (aunque no toda),
reside en las pequenas diferencias existentes dentro del homeodominio o en
regiones adyacentes. En los mamiferos, los genes Hox se agrupan en cuatro
grandes complejos localizados en diferentes cromosomas. En cuanto a su
organizacion y sus patrones de expresion embrionaria, los genes de los complejos
Hox comparten un asombroso parecido con los genes del complejo Hom de
Drosophila melnogaster (Mc Ginnis y Kuziora, 1994). En la siguiente figura se
presentan los complejos homedticos de Drosophila melanogaster y ratén, asi

como las homologias entre estos.
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Fig. 1 Complejos homeodticos homélogos en Drosophila
melanogastery ratén (Martinez y Stewart, 2002).

Se ha propuesto que cambios en la expresion de los genes Hox han acomparnado
la diversidad morfolégica de los insectos (Warren y Carroll, 1995). En la
informacién disponible para otras especies de Drosophila se sugiere que la
mayoria de las caracteristicas de Drosophila melanogaster son tipicas del género
en general, con respecto a los eventos principales del desarrollo (Denell et al.,
1996, Sathe y Harte 1995; Lynch y Desplan 2003; Tillib et al., 1995). Por lo que
podriamos suponer que este patréon de desarrollo general descrito para Drosophila
melanogaster puede ser considerado muy similar al que regula el desarrollo en
otras especies de este género.

De esta manera, las evidencias sefialan que en el reino animal se conservan los
aspectos basicos involucrados en la formacién de un organismo, lo que apoya el
uso de modelos biolégicos con diferente nivel de complejidad en el estudio de los

principios del desarrollo, asi como para identificar a factores quimicos, fisicos o
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biolégicos con la capacidad de interferir en la cascada de expresion génica
(teratégenos).

En la actualidad se ha enfatizado la importancia de explotar las ventajas que
modelos biolégicos no mamiferos pueden tener para el estudio de las bases
celulares y moleculares de toxicidad, con resultados que podrian sugerir un

impacto similar para el ser humano (Ballatori y Villalobos, 2002).

Drosophila melanogaster como biomonitor

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster es uno de los organismos
eucariontes mas estudiados en la biologia. En lo que respecta a la genética
toxicolégica se han calibrado en laboratorio pruebas para determinar el efecto de
diversas genotoxinas en células somaticas y germinales (Ramos-Morales et al.,
2000). Ademas, se han calibrado metodologias usando a Drosophila melanogaster
como modelo de actividad teratogénica (Lynch etal, 1991; Mufoz-Hernandez
etal., 2003). Diferentes aspectos genéticos pueden ser explorados a través de
metodologias particulares como la induccion de mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo, pérdida parcial y total de cromosomas sexuales, translocaciones
cromosomicas, perturbacion en la maquinaria del huso, e integridad cromosémica
en células germinales; pero también mutacién, delecién, intercambio cromosémico
y no disyuncion en células somaticas. (Ramos-Morales etal., 2000).

Drosophila melanogaster tiene una organizacion eucariética; el costo de su
mantenimiento es moderado y requiere espacios reducidos; comparada con otros
organismos de laboratorio tienen un ciclo de vida corto (10 dias a 25°C con 60%
de humedad) y en cada generacion produce numerosa progenie. Drosophila

melanogaster posee actividad metabdlica dependiente de diversos sistemas
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enzimaticos, de éstos, la actividad de las enzimas dependientes del sistema de
citocromos P450 es muy similar a la mostrada por la fraccién enzimatica S-9 del
higado de mamiferos (Feyereisen, 1999), por lo que es capaz de transformar una
gran variedad de xenobidticos, caracteristica por la que es considerada un valioso
modelo in vivo para evaluar compuestos con actividad genotdxica.

Drosophila melanogaster es sensible a la exposicion a téxicos administrados por
diferentes rutas de exposicion, la via alimentacion-contacto es la mas comun, pero
también pueden emplearse las rutas de inhalacién e inyeccion. Otra ventaja de
este modelo bioldgico es que la extensién del ciclo de vida hace posible comparar
el efecto de la exposiciéon: aguda (<8h), semicronico, crénica (todo el ciclo de
vida), habiendo la posibilidad de combinar protocolos, lo que permite una gran
versatilidad en cuanto al protocolo deseado (Vogel 1988, Ramos-Morales et al.,
2000).

Numerosos tipos de quimicos particulares, mezclas complejas y otros factores
ambientales como las radiaciones han sido estudiados para determinar su
potencial mutagénico en Drosophila melanogaster. La concordancia entre los
resultados obtenidos con este modelo biolégico y aquellos obtenidos a partir de
sistemas bacterianos, ratones, plantas y células en cultivo, soportan que
Drosophila melanogaster es un sistema in vivo confiable para estudios de

mutagenicidad (Ramos-Morales etal., 2000).

Prueba de teratogénesis in vivo de Drosophila melanogaster (DTT)
Un teratégeno actua preferentemente durante la organogénesis, en las células de

los tejidos en desarrollo, provocando alteraciones que se expresan como
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malformaciones congénitas las cuales, aunque no son heredables, alteran el
desarrollo de los organismos, llegando incluso a ser letales (WHO, 1984).

La prueba de teratogénesis en Drosophila melanogaster, es una metodologia
sensible a diferentes tipos de genotoxicos, es de corta duracion y tiene bajo costo.
Se basa en exponer via alimentacién-contacto a larvas de tercer estadio (en esta
edad, la larva alcanza la maxima expresion de su actividad metabdlica) al
compuesto, de manera que la incorporacion del posible genotoxico interfiera con
la cascada de expresion génica que regula el proceso de desarrollo
(metamorfosis) del adulto, en el que se evalia la variable de respuesta. Debido a
que las larvas son expuestas sélo en el Ultimo tercio de la fase larvaria, las
malformaciones recobradas en las moscas adultas no pueden asociarse con
cambios en el ADN, sino con la interferencia en la expresion de los genes en un
patrén relacionado con el tiempo de diferenciacién de los discos imagales que
durante la metamorfosis formaran: ojos, alas, patas, placas anal y genital; o con la
alteracion en el control de la simetria bilateral, retraso en el desarrollo, y otros
mas. La interferencia en la cascada de expresion conduce a la aparicion de
organismos que muestran alteraciones morfoldgicas asociadas con genes
mutantes, por ejemplo, el tamaho reducido de los ojos, sin embargo,
genéticamente las moscas que muestran estas malformaciones no llevan en su
genotipo mutaciones asociadas con éstas.

En 1991, Lynch etal., propusieron utilizar a Drosophila melanogaster como modelo
para evaluar teratégenos. Mediante la exposicién de larvas a agentes inductores
de malformaciones, cuantificaron las alteraciones morfoldgicas inducidas en el
adulto, las cuales consistieron en la modificacién en la forma del ojo, de redondo a

lobulado y la reducciéon en su tamano; la presencia de sedas humerales tipo
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“bent”, alteracién en la que las sedas humerales, normalmente rectas y en nimero
de 2, se doblan en un angulo de 45° y pueden aparecer 1 o 3 de éstas; abdomen
con terguitos colapsados y/o faltantes, alas tipo “Notch”, en las que se aprecia una
o varias muescas en el borde de las alas, de manera similar a las producidas por
el gen Beadex- Serrate (Bd®), alteraciones en el nimero de segmentos en el
cuerpo, ausencia de 1 o las 2 alas o los halterios y otras mas, concluyendo que
solo la frecuencia de aparicion de las sedas tipo “bent” y las alas tipo “Notch” se
encuentra asociada con la concentracion del teratégeno utilizada.

Munioz et al, (2003), encontraron en moscas expuestas durante el estadio
larvario, un intervalo de actividad a concentraciones bajas y una fraccién de los
organismos particularmente sensibles, ademas de otras variables de respuesta,.
Esta respuesta mostrd ser érgano blanco especifico, dependiendo del compuesto
utilizado.

Con relacion al uso de vertebrados, las pruebas de laboratorio mas usadas son en
embriones de rana FETAX (Dumont et al., 1983; Bruner et al, 1998) y en
embriones de pez zebra (Hallare et al., 2005) han mostrado tener sensibilidad a
las presencia de muestras ambientales, aunque confiables estas metodologias
son mas costosas y complicadas. En relacion al uso de otros peces como
Fundulus  heteroclitus, hay resultados de aparente insensibilidad a
concentraciones altas de teratégenos (Boudreau, et al 2005).

Entre los diferentes compuestos que se han reportado con actividad teratogénica

en diferentes organismos, se encuentra la colchicina.
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Colchicina (CO)

La CO es un derivado tropolone, con tres anillos; un anillo aromatico (A) con tres
grupos metoxy, un anillo de siete carbonos (B) con un grupo amino substituto, y
otro anillo tropolone (C) de siete carbonos con un grupo oxigeno y un grupo
metoxy. La estructura tridimensional de la molécula muestra el anillo planar A, y un
anillo enrollado B, hay tres grupos metoxidos en el anillo A: podofilotoxina, el cual

se sabe llega a unirse al mismo sitio de la molécula de tubulina (Avila, 1990).

Fig. 2 Estructura quimica de la colchicina.

Se sabe que su blanco principal en la célula son los microtibulos (MTs). Las
células mas susceptibles a CO, son las células en divisién, debido probablemente
a condicién dinamica de los MTs y condiciones de permeabilidad (Avila 1990).

Se ha estudiado ampliamente los aspectos bioquimicos de la interaccién de la CO
con los MTs, se sabe que su accién se relaciona a los extremos finales de los
filamentos, uniéndose a la tubulina, en una reaccién que lleva varias fases
(Andreu et al, 1991), que con lleva a la formacién de un .complejo tubulina-
colchicina que actua sobre la dinamica de los MTs afectando la polimerizacién y
despolimerizacion de la tubulina (Skoufias y Wilson, 1992).

El proceso de desintoxicacion que sufre en el organismo es via desmetilacién, sus
metabolitos principales detectados en humanos son_2-desmetilcolchicina y 3-
desmetilcolchicina. La droga parental y sus metabolitos son eliminados por

excrecion biliar y en menos medida por excrecién urinaria (Dvorak et al.,2002).
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La isoforma 3A4 de Citocromo P450 ha sido identificada como la principal enzima
involucrada en la biotransformacién de la colchicina en humanos (Tateishi et al.,
1997).

Se han desarrollado diferentes metodologias in vivo e in vitro para detectar el dafo
final en las células de mamiferos. En cuanto a su actividad, en células germinales
de ratén se ha reportado alteraciéon de la segregacion cromosdémica, causando
aneuplodias (hiperploidias) en espermatocitos; la induccién de arresto meidtico
dependiente de la concentracién, que conduce a la inducciéon de aneuploidias
(Leopardi et al, 1993) y es un inductor débil de microndcleos (MN), que en su
mayoria contienen cromosomas completos (Kallio et al., 1995). También daha al
complejo sinaptonémico, principalmente durante la profase meidtica temprana;
aunque parte de las células con dafo son eliminadas, algunas (probablemente con
lesiones menores) progresan hasta el fin del paquiteno, siendo una fuente
potencial de aneuploidias (Tepperberg et al., 1997).

En células somaticas se reportan la induccién de hiperploidia, poliploidia,
micronucleos (Leopardo et al., 1993; Lynch y Parry, 1993). Se considera que la
no-disyuncién es el dafo prevaleciente, que involucra células principalmente con
un ligero nivel de dafo en el huso y que no produce efectos detrimentales sobre el
ciclo celular, a bajas concentraciones de venenos del huso. (Zijno et al., 1996).
Hay induccién de mitosis-c completas que se relaciona siempre a un arresto
mitético fuerte y con la induccién de poliploides (Sbrana et al., 1993).

En 1980, Yamamoto y Kikuchi demostraron que los MN inducidos por clastégenos
son generalmente mas pequenos que aquellos inducidos por venenos del huso
(Ferguson et al., 1993). Los MN causados por la CO contienen cromosomas

completos y no muestra ser un inductor potente de muerte celular. Se piensa que
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después del tratamiento con CO la dinamica de los MTs podria ser capaz de
recuperarse con el tiempo para evitar un arresto fatal, estudios indican que el
complejo tubulina-colchicina reduce el rango de adicién de tubulina pero no
inactiva completamente el extremo (Kallio et al, 1995).

Existen algunas evidencias de una accién de la CO sobre los acidos nucleicos.
(Avila 1990). Ademés se reportan efectos en la sintesis de RNA y DNA, biosintesis
de lipidos, metabolismo de nucleétidos ciclicos, metabolismo del glutation y
ATPasa transporte de Ca®* dependiente de calmodulina (Jordan et al, 1985).
Como los microtubulos juegan diversos papeles en varias funciones celulares, no
siempre es facil saber que efecto es mediado via cambios en los microtibulos.
Recientemente entre estos efectos se han reportado: La redistribucion o
degradacion de los receptores de membrana nuclear (Nishigaki et al., 1998;
Dvorak et al, 2005), actividad de flujo de iones de la mitocondria (Evtodienko et al,
1996), actividad enzimatica, la liberaciéon de productos de secrecién (Thiébot et
al., 1999), ademas de provocar efectos en las rutas de sefalizacién MAPK (Stone
y Chambers, 2000).

En cuanto a sus efectos en otros organismos se reportan la induccién poliploidia
en plantas, formacion de tumores en raices, alteraciones en el patrén regular
hexagonal de la formacién de la pared celular vegetal en el alga Hydrodicton, asi
como en la formacién de los estomas, es un veneno que actda a nivel de sistema
nervioso, varios efectos sobre la secrecién hormonal han sido observados y
malformaciones en embriones. (Avila 1990).

Sieber et al (1978) recobro utilizando ratones hembra tratadas con CO antes de la
gestacion, malformaciones craneanas en la progenie incluyendo exencefalia,

hidrocefalia, anoftalmia y microtia, ademas de malformaciones esqueléticas.
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Mufoz en 1997 observd que en tratamientos a diferentes tiempos de exposicién,
con compuestos con actividad aneuploidogénica, incluyendo a la CO, se
recobraban organismos con malformaciones en cabeza, ojos, apéndices bucales,
térax y abdomen. Estos datos confirman adicionalmente que Drosophila
melanogaster si es capaz de detectar aneuploidégenos y que estas sustancias
son, ademas, fuertes teratdégenos para la mosca, obteniendo como principal

biomarcador en el desarrollo de los organismos una muesca en las alas.

Il. JUSTIFICACION

Si las diferencias entre los organismos responde a programas de expresion
genética caracteristicos en tiempo y espacio, ¢resulta valido extrapolar los
resultados obtenidos a partir de organismos como Drosophila melanogaster a
otros de diferentes niveles de organizaciéon? Una estrategia para validar el uso de
modelos alternativos como Drosophila, es determinar si presenta sitios de
respuesta especificos para cierto tipo de compuestos y si éstos estan presentes
en organismos emparentados filogenéticamente. Por esta razén en este trabajo se
selecciond un representante de los dos principales grupos de especies del género
Drosophila: D. hydei (grupo Repleta) y D. virilis (grupo Virilis), ademas de

Drosophila melanogaster, a manera de referencia.
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Munoz en 1997 observé que en tratamientos a diferentes tiempos de exposicion,
con compuestos con actividad aneuploidogénica, incluyendo a la CO, se
recobraban organismos con malformaciones en cabeza, ojos, apéndices bucales,
torax y abdomen. Estos datos confirman adicionalmente que Drosophila
melanogaster si es capaz de detectar aneuploidégenos y que estas sustancias
son, ademas, fuertes teratégenos para la mosca, obteniendo como principal

biomarcador en el desarrollo de los organismos una muesca en las alas.

Il. JUSTIFICACION

Si las diferencias entre los organismos responde a programas de expresion
genética caracteristicos en tiempo y espacio, ¢resulta valido extrapolar los
resultados obtenidos a partir de organismos como Drosophila melanogaster a
otros de diferentes niveles de organizacion? Una estrategia para validar el uso de
modelos alternativos como Drosophila, es determinar si presenta sitios de
respuesta especificos para cierto tipo de compuestos y si éstos estan presentes
en organismos emparentados filogenéticamente. Por esta razén en este trabajo se
seleccioné un representante de los dos principales grupos de especies del género
Drosophila: D. hydei (grupo Repleta) y D. virilis (grupo Virilis), ademéas de

Drosophila melanogaster, a manera de referencia.
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lll. OBJETIVOS

Generales
-Comparar la respuesta de tres especies de dipteros del género Drosophila: D.
virilis, D. hydei y D. melanogaster (Drosophilidae) como indicadores in vivo de

dafo teratogénico a través del suministro de Co.

Particulares
-Establecer la sensibilidad y respuesta de dos sistemas alternativos in vivo
(Drosophila hydei, Drosophila virilis) como modelos para la deteccién de

compuestos teratdgenos.

IV. HIPOTESIS

Los genes que participan en la organizacion del plano corporal de los organismos
y su regulacién génica se han conservado evolutivamente, ain en organismos con
diferentes niveles de organizacién, encontrandose mayor similitud en los
organismos cercanos filogenéticamente, por lo que al exponer larvas de dos
especies de Drosophila: D. virilis y D. hydei, a un agente (colchicina) que interfiere
con el desarrollo en D. melanogaster, la frecuencia y/o tipo de alteraciones en el

desarrollo de estas especies sera similar al observado en D. melanogaster.
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V. MATERIALES Y METODOS

Cepas

.Clasificacion taxonémica

Las moscas de las especies de Drosophila utilizadas en este trabajo fueron
proporcionadas por el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
Se confirmaron los caracteres taxondmicos distintivos de cada especie mediante

la clave (Patterson, 1943).

Reino: Metazoa
Phylum: Artropoda

Superclase: Hexapoda

Clase: Insecta
Subclase: Neoptera
Infraclase: Endopterygota
Orden: Diptera

Suborden:  Brachycera

Infraorden:  Muscomorpha
Schizophora -Acalytratae

Superfamilia: Ephydroidea
Familia: Drosophilidae Subfamilia: Drosophilinae Tribu: Drosophilini
Subtribu: Drosophilina Infratribu: Drosophiliti

Género: Drosophila
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Grupo artificial: Melanogaster

Especie: Drosophila melanogaster

Grupo artificial: Virilis

Especie: Drosophila virilis

Grupo artificial: Repleta

Especie: Drosophila hydei

Fig. 3 Moscas utilizadas en este trabajo (Patterson, 1943).
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Ciclos de Vida (Fig. 3)

-Drosophila melanogaster: Huevo, un dia; larva de primer estadio, un dia; de
segundo, un dia y de tercero, dos dias; pupa, 4.5 a 5 dias. Asi la duracién del ciclo
de huevo a adulto es de 9.5 a 10 dias en condiciones controladas de temperatura
y humedad relativa, 25°C y 60%, respectivamente. La duracién del ciclo de vida es
sensible a pequefios cambios en el ambiente. El imago o adulto inicia la copula de
3 a 5 horas después de emerger de la pupa. En la naturaleza, la longevidad de los
adultos es de 3 a 7 dias (Demerec 1965).

-Drosophila hydei. huevo, un dia; estado larval 6 a 7 dias; pupa, 5 dias. El ciclo de
huevo a adulto es de 13 a 14 dias. Suelen poner sus huevos apilados en alguna
orilla del contenedor (Hess, 1976). Se desconoce su comportamiento reproductivo
en la naturaleza, pero en condiciones de laboratorio, alcanza la madurez sexual
aproximadamente a los 7 a 10 dias después de emerger del pupario (Markow,
1996).

-Drosophila virilis: huevo, un dia; estadio larval 6 a 6.5 dias; pupa, 8 dias. El ciclo
reportado, de huevo hasta adulto, es aproximadamente de 18 dias a 24° C
(Alexander, 1976), aunque en la presente tesis, la duracion del ciclo de vida a
25°C fue de 15 a 16 dias. Después de emerger, el imago macho requiere un
periodo de 6 dias para la maduracion de los testiculos (Alexander, 1976.). Las
hembras alcanzan su maximo punto de puesta de huevos en los primeros 10 dias
de adulto, con machos maduros (Aigaki & Ohba, 1984b). De igual manera, la
mayor actividad de los machos se alcanza en las primeras dos semanas de vida,
el 90% copula al menos una vez durante una hora y el 50% hasta tres veces en el
mismo tiempo (Aigaki & Ohba, 1984a). Suelen poner sus huevos esparcidos por la

superficie del medio de cultivo del contenedor.
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Figura 4. Cuadro comparativo de los ciclos de vida de huevo hasta adulto de
las diferentes especies de Drosophila.

Obtencién de larvas

Las dos lineas se mantuvieron en laboratorio con medio de cultivo estandar para
Drosophila. Para las lineas D. hydei y D. virilis, al emerger una camada de
organismos se sembraron en otros frascos con medio fresco y levadura de pan
para inducir la maduracién de ovariolas, el tiempo en que maduraron antes de
sincronizar fue de 6 a 7 dias para D. virilis' y de 4 a 5 para D. hydei. En D.
melanogaster, el tiempo de maduracion se alcanza al emerger y desde el primer
dia empiezan a poner muchos huevos y se mantiene prolifica hasta una semana y
media despueés, sin reducir de manera significativa el niumero de huevos.

La sincronizacién de huevos se realiza pasando moscas maduras a frascos con
medio fresco y levadura de pan, para recolectar huevos por un periodo de ocho

horas, después de lo cual se retira a las moscas adultas. Los huevos contintan su



desarrollo y méas adelante se dispone de una muestra de larvas que difieren en
edad en £ 4 h.

Compuesto quimico

* Colchicina, (CO) [CAS 64-86-8] (Index Merck, 1989). (Sigma, St. Louis MO)

El disolvente utilizado fue agua destilada, mismo que se empleb como testigo
negativo.

Tratamientos

La edad de las larvas de Drosophila melanogaster que son usadas para
protocolos de mutagenicidad es el tercer estadio, que corresponde a las 72 h de
edad (Clark, 1982); esta edad también ha mostrado ser apropiada para estudios
de teratogénesis. La edad de las larvas al tratamiento para de D. virilis y D. hydei

se determind con base en el desarrollo de D. melanogaster (Fig. 3).

| | | | | | | | I | | | | _Tiempo
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T T ~ D. melanogaster
1 2 3

T A D. virilis

3
C T A D. hvdei
3
[ Huevo BH Exposicion en el
3er. estadio
[ Larva larvario.
O Pupa
A Adulto

[1, 2, 3]- Estadios larvarios

Figura 5. Ubicacién del ultimo tercio del desarrolio de huevo a pupa para
D. virilis y D.hydei.
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Para las dos especies bajo estudio la edad de las larvas para tratamiento fue
andloga al tercer estadio de D. melanogaster, es decir, se determind con base en
el tiempo que corresponde al Ultimo tercio de las fases huevo-pupa. Como el ciclo
de los dos dipteros es muy similar, la edad al tratamiento fue la misma: 120 h
después de la puesta de huevos. Se realizaron tratamientos piloto para determinar
el rango de respuesta de los dipteros al compuesto a probar.

Llegado este tiempo se procedié segun Nothinger (1970) a separar las larvas del
medio de cultivo por flotacion, mediante una solucién concentrada de sacarosa al
20%, se hizo pasar a las larvas por un embudo de separacion de 4 mm de
diametro y se colectaron sobre una gasa fina de nylon. Con ayuda de una
espatula se colectaron grupos de 100 a 150 larvas en tubos homeopaticos de 15
ml de capacidad que contenfan 1g de medio instantaneo para mosca (Carolina
Biological Supply Company, Burlington, NC) al que se agregé un volumen de 4 ml
de las diferentes concentraciones del compuesto a probar. Los tubos se taparon
con un tapén de hule espuma y se esper6 a que los adultos emergieran.

En la figura 4 se presenta el procedimiento para el experimento que se realizé en
paralelo con las tres especies de Drosophila.

Con base en estudios realizados con D. melanogaster, se selecciond la
concentracion 0.125 mM como referencia, porque en estas moscas induce
alteraciones en el desarrollo de manera significativa (Mufoz, 1997).

Se probaron 14 concentraciones, mismas que se obtuvieron por diluciones
sucesivas: 0, Testigo (agua destilada), 0.00003, 0.00006, 0.00012, 0.00024,
0.00048, 0.00097, 0.0019, 0.0039, 0.0078, 0.0156, 0.03125, 0.0625, y 0.125 mM.
Para cada tratamiento, las diferentes concentraciones se evaluaron por triplicado y

se realizaron al menos tres repeticiones
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- Exposicion al 3er. estadio larvario.

1.- Sincronizacion por 8 horas de D. hydei y D. virilis.

2.- Sincronizacién por 8 horas de D. melanogaster.

3.- Experimento paralelo con larvas de: D. hydei y D. virilis, 96 + 4hrs.
D. melanogaster 72 £ 4 hrs.

4.- Obtencién de moscas adultas

Figura 6. Protocolo general del experimento.

Criterios de Registro

Posteriormente, las moscas recobradas se fijaron en alcohol etilico al 70 %. De
cada tubo se registro el nimero de individuos por sexo y el nimero total de
organismos recobrados. El indice de sobrevivencia (1.S) se estimé para el total de

organismos recobrados/tubo, utilizando la siguiente formula:

indice de Sobrevivencia (IS) = zn Experimental / zn Testigo (Arellano, 2000).
i=1

i=1
Para cada concentracion probada (x) se obtuvo el indice de sobrevivencia

(promedio t error estandar) como el promedio de los tres tubos por concentracién
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de cada experimento, posteriormente los promedios obtenidos a partir de cada
repeticion se promediaron a su vez para obtener el valor de sobrevivencia final.
Para cada concentracion, el indice sexual (promedio + error estandar) se obtuvo
como el cociente del nimero de machos entre el numero total de hembras y
machos recobrados en esa concentracion.

Se revis6 la morfologia de las moscas recobradas para identificar alteraciones en:
simetria corporal, forma y nimero de las sedas de cabeza, térax y abdomen;
forma del ojo, alas, halterios y segmentos abdominales). La presencia de
alteraciones en estas estructuras ha sido asociada a la exposicion a teratégenos

(Lynch et al., 1991; Mufoz et al., 2003).

Analisis de Resultados

Para comparar el efecto en las concentraciones y las especies, con respecto a los
indices de sobrevivencia y sexual (IS e 1Sx), se utilizé un ANOVA de dos vias para
cada uno.

Para la comparacién de la frecuencia de alteraciones entre las moscas testigo y
las experimentales se utilizaron las tablas de Kastenbaun-Bowman (a= 0.05 6 a=

0.01); 6 cuando fue necesario, la prueba de Z para proporciones (=0.05).
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VI. RESULTADOS

indice de sobrevivencia

En la tabla | y la figura 7 se muestra el indice de sobrevivencia (IS) obtenido para
cada especie en los diferentes tratamientos con CO.

Tabla I. indice de sobrevivencia por especie (promedio + error estandar).
% Concentraciones entre las que se encuentra la L¢c 50

Colchicina [mM] D. hydei D. melanogaster D. virilis
H,0 Dest. 1.00 £ 0.0 1.00+ 0.0 1.00+ 0.0
0.00003 0.91+0.05 0.93+0.06 1.00+£0.04
0.00006 0.96+0.05 0.94+0.06 1.04+0.06
0.00012 0.98+0.07 0.97+0.01 0.75+0.13
0.00024 0.810.07 0.96£0.02 1.0820.10
0.00048 0.93+0.04 0.91£0.06 1.1320.06
0.00097 0.9110.12 0.88+0.02 1.04+0.02
0.0019 0.69+0.18 0.87+0.04 0.98+0.08
0.0039 0.84+0.05 0.92+0.07 1.02+0.04
0.0078 0.62+0.19 0.98+0.05 0.99+0.05
0.0156 0.32:021 0.77£0.18 0.97+0.10
0.03125 0.12+0.09 0.5810.26 0445074
0.0625 0.060.06 0.014£0.0 0.00+0.00
0.125 0.00 * 0.00 0.00 + 0.00 0.00+ 0.00
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Figura 7. IS (promedio + ES) de las tres especies de Drosophila.
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Se determind, mediante un ANOVA de dos vias que no existen diferencias

significativas en la proporcién de sexos en cada una de las tres especies de

moscas y entre las concentraciones, no asi en el indice de sobrevivencia (p<0.05).

Mediante un ANOVA de dos vias se confirmaron diferencias significativas entre las

especies y la concentracién probada (Tabla Il) y mediante la prueba de Turkey se

identificaron diferencias entre especies (Tabla lll).

Tabla Il. Resumen del ANOVA de dos vias, para el indice de Sobrevivencia vs.

especie-concentracion.

1-Especie, 2-Concentracion

Grados de Cuadrado Grados | Cuadrado

libertad medio de libertad| medio

Efecto Efecto Error Error F p
1 2 1.076008081 420 0.07447717] 14.4474869 8.5498E-07]
2 13 4,051332474 420 0.07447717] 54.3969688 0
12 26 0.175416186 420 0.07447717] 2.35530114| 0.00024479
Tabla llIl. Comparacion Multiple de Turkey

Drosophila hydei Drosophila Drosophila virilis
melanogaster

Drosophila hydei e e
Drosophila e ns
melanogaster
Drosophila virilis e ns

*** p< 0.001; ns, no significativo.
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Tabla IV. Diferencias en el indice de sobrevivencia entre las moscas de las
diferentes especies expuestas a CO.

Drosophila Drosophila Drosophila
hydei melanogaster virilis

Las relaciones entre los indices de sobrevivencia se muestran en la Tabla IV. Dos

especies se encuentran unidas, cuando no se encuentran diferencias significativas

entre ellas. El efecto del tratamiento en el IS fue similar entre D. melanogastery D.

virilis, mientras que en D. hydei mostré algunas diferencias. Sin embargo, en

términos generales, se identificaron algunos aspectos comunes para las tres

especies:

La exposicidon a la concentracién mas alta (0.125 mM) fue letal para las tres
especies.

Las tres dultimas concentraciones (0.125 - 0.0325 mM) produjeron
diferencias significativas respecto a las otras, en sobrevivencia de las
moscas expuestas a CO.

La susceptibilidad al tratamiento fue diferente, siendo mas sensible D.
hydei, para la que la Lc50 se ubicd sobre 0.0078 mM; seguida por D. virilis,
con una Lc50 sobre 0.0156 mM vy, finalmente D. melanogaster, con una
Lc50 arriba de 0.3125 mM. En cuanto a los indices de sobrevivencia D.
hydei fue la que mostrd los menores; entre D. virilis y D. melanogaster no

hubo diferencias significativas (Figura 7).
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- Enlas tres especies se identificaron concentraciones en las que el IS de las
moscas expuestas a una concentracion baja es menor que el IS obtenido a
concentraciones mas altas.

- Las alteraciones en la morfologia de las tres especies comprometieron

estructuras similares.

Frecuencia de alteraciones

Las alteraciones observadas se clasificaron por regién corporal en cabeza, térax y
abdomen. En cada regién, el registro se realizd por estructuras (areas), por
ejemplo, en cabeza se revisaron los 0jos, sedas ocelares y orbitales. La tabla V

muestra los criterios con los que se identificaron las alteraciones.
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Tabla V .- Tipo de alteraciones registradas por region del cuerpo en las tres especies de Drosophila.

I4

Region Area

Alteracion puntual

C Ojos ojos reducidos.
A
B Sedas Ocelares Tipo bent, bifurcadas, acortadas, dobladas, en nimero extra, reducidas,
E ausentes
Z
A Sedas Orbitales Tipo bent, acortadas, dobladas, en niimero extra, reducidas, ausentes,
cerdas suborbitales tipo bent.
Sedas Escutelares Tipo bent, corta, doblada, de més, mas chica, ausente, posicidn diferente.
T
(0] Sedas Prescutelares y Tipo bent, corta, de més, doblada, ausentes.
R Lateroprescutelares
A
X Sedas Humerales Tipo bent, bifurcadas, acortadas, en nimero extra, reducidas, ausentes.
Simetria Torax simetria torax
Alas venacién alterada, plegadas, tipo notch
A
B Abdomen mal fusionado
D
0] Sedas alteradas
M
E
N
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Los resultados en cuanto a la induccién de alteraciones para cada mosca se
presentan por especie.

Drosophila melanogaster (Tablas VI y VII) mostré una respuesta al tratamiento
claramente significativa en las tres regiones del cuerpo; siendo la cabeza y el térax
las regiones mas afectadas. En la cabeza se observaron alteraciones en las sedas
orbitales (cerdas mas cortas que las moscas testigo y/o dobladas en angulo de 45
°) y en los 0jos, en los que el tamafno se mostrd claramente reducido (a mas del 50
% del tamafno normal). En el térax, los principales sitios de respuesta fueron las
sedas preescutelares (ausentes y/o de menor tamafio) pero el indicador mas
importante fue el ala tipo “Notch” (ala con muescas en el borde que simulan el
fenotipo producido por el gen Notch). En el abdomen, aunque las categorias con
efecto significativo fueron menos y la frecuencia de aparicion muy baja, resalto el
efecto en la simetria del abdomen y la presencia de sedas bifurcadas (en

contraste con una sola seda sencilla en las moscas testigo).
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Tabla VI. Frecuencia de alteraciones obtenida a nivel de region corporal a partir de larvas de
Drosophila melanogaster expuestas a colchicina.

[ ]mM [Hembras|Machos |Total CABEZA TORAX ABDOMEN Total |Frec.

alter. |alter
H20dest 489 480 969| 4 (0.0041) ns 14 (0.0144) | ns 0 (0.0 ns 18 0.019
0.00003 471 440 911| 9 (0.0098) ns 28 (0.0307) | ** 0 (0.0) ns 37 0.039
0.00006 458 455 913| 9 (0.0098) ns 23 (0.0251) | ns 1 (0.001). ns 33 0.036
0.00012 472 474 946| 11 (0.0116) ns 31 (0.0327) | ** 6 (0.0063) ** 47 0.05
0.00024 490 444 934| 11 (0.0117) ns 24 (0.0256) | ns 2 (0.0021) ns 36 0.039
0.00048 451 442 893| 9 (0.0100) > 24 (0.0268) | * 1 (0.0011) ns 31 0.035
0.00097 448 415 863| 18 (0.0208) > 32 (0.0370) > 0 (0.0) ns 50 0.058
0.0019 437 420 857 11 (0.0128) * 39 (0.0455) | * 0 (0.0 ns 47 0.055
0.0039 477 428 905| 14 (0.0154) b 29 (0.0320) | ** 6 (0.0066) ** 49 0.054
0.0078 500 452 952| 8 (0.0084) ns 37 (0.0388) | ** 6 (0.0063) bl 51 0.054
0.0156 335 376 711| 17 (0.0239) > 30 (0.0421) | ** 8 (0.0112) > 54 0.076
0.03125 227 286 513| 45 (0.0877) > 93 (0.1812) | * 3 (0.0058) i 141 0.275
0.0625 4 9 13| 12 (0.9230) > 1 (0.0769) | ns 0 (0.0 ns 13 1
0.125 0 0 0 O (0.0) ns 0| ns 0 (0.0 ns 0 0

Numero de alteraciones (frecuencia); Andlisis con base en la prueba de Kastenbaun-Bowman;

s

. significativo p<0.05; ns, no significativo.
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Tabla VII Frecuencia de alteraciones obtenida de las principales areas corporales afectadas
y principales alteraciones puntuales presentes en estas, a partir de larvas de Drosophila melanogaster
expuestas a colchicina.

CABEZA TORAX ABDOMEN
[ ] Mm Orbitales Ojos Preescutelares Alas cerdas bif Segmentos sin
fusionar

0.00001] 2 (0.0020) |ns 0 (0.0) ns 2 (0.0020) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0 ns 0 (0.0) ns
0.00003| 3 (0.0032) |ns 0 (0.0) ns 1 (0.0010) ns 3 (0.0032) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns
0.00006| 4 (0.0043) |ns 0 (0.0) ns 5 (0.0054) ns 1 (0. 0010) ns 0 (0.0) ns 1 (0.0010)| ns
0.00012| 8 (0.0084) b 0 (0.0 ns 12 (0.0126) ” 1 (0. 0010 ns 3 (0.0031) | ns 3 (0.0031) | ***
0.00024| 8 (0.0085) | ** 0 (0.0) ns 2 (0.0021) ns 6 (0.0064) - 0 (0.0 ns 1 (0.0010)| ns
0.00048| 7 (0.0078) |ns 0 (0.0 ns (0.0067) ns 4 (0.0044) b 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns
0.00097| 10 (0.0115) | ** 0 (0.0) ns 10 (0.0115) ” 1 (0.0011) ns 0 (0.0 ns 0 (0.0) ns
0.0019] 4 (0.0046) |ns 1 (0.0011) ns 15 (0.0175) - 4 (0.0046) - 0 (0.0 ns 0 (0.0 ns
0.0039| 10 (0.0110) | ** 0 (0.0) ns 8 (0.0088) - 5 (0.0055) e 4 (0.0044) | * 2 (0.0022)| ns
0.0078] 5 (0.0052) |ns 0 (0.0) ns 4 (0.0042) ns | 4 (0.0042) ns 6 (0.0063) | ** 0 (0.0 ns
0.0156 1 (0.0014) |ns | 12 (0.0168) b 3 (0.0042) ns | 15 (0.0210) e 7 (0.0098) | * 0 (0.0 ns
0.03125| 17 (0.0331) | ** 26 (0.0506) b 9 (0.0175) h 72 (0.1404) i 2 (0.0038) | ns 0 (0.0 ns
0.0625| 1 (0.0769) | ** 9 (0.6923) - 0 (0.0) ns 1 (0.0769) > 0 (0.0 ns 0 (0.0 ns
0.125| 0 (0.0) ns 0 (0.0 ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0 ns 0 (0.0 ns

Alteracion Acortada y Reducidos Ausentes y Tipo Notch

Puntual Tipo bent Acortada

Namero de alteraciones (frecuencia); Andlisis con base en la prueba de Kastenbaun-Bowman;

** significativo p<0.05; ns, no significativo.
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En Drosophila virilis, las regiones mas afectadas fueron cabeza y térax (Tablas VIl
y IX), aunque en menor proporcion que en D. melanogaster. Al considerar el total
de alteraciones por region corporal el efecto resultd significativo solo en pocas
concentraciones pero, al desglosar los datos por areas se observé efecto
significativo en la frecuencia de alteraciones en las sedas ocelares [0.00024 mM] y
los ojos reducidos [0.0156 y 0.03125 mM]; en el térax se observaron efectos
significativos en las sedas escutelares en dos rangos de concentracion [0.00003 a
0.00012 y 0.0019 a 0.0078 mM] (sedas escutelares ausentes, dobladas o tipo
“bent” y en diferente posicidn); sélo se detecté efecto positivo en la frecuencia de
alas tipo “Notch” en 0.0156 mM. En el abdomen se presentaron alteraciones
similares a las registradas en D. melanogaster, pero en una frecuencia no

significativa.
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larvas de Drosophila virilis expuestas a colchicina.

‘Labla V1i1. Frecuencia de alteraciones obtenida a nivel de regiéon corporal a partir de

Total  [Frec.

[ JImM |Hembras Machos [Total bABEZA Z [TORAX ) Z |ABDOMEN Alter.  Alter.
H-0 dest. 468 490 958/251 (0.2620)| ns |173  (0.1805) | ns |0 {0.0) ns 423 0.442
0.00003 477 474 951|179 (0.1882)| ns |186 (0.1955) | ns |1 (0.001) ns 364 0.383
0.00006| 494 470 964156 (0.1618) ns [213  (0.2209) | ns |0 (0.0) ns 368  0.382
0.00012 313 345 658119 (0.1808) ns |[165 (0.2507) | ** |0 (0.0) ns 283 0.43
0.0002 472 507] 979246 (0.2512)| ns [198 (0.2022) | ns |0 (0.0) ns 44 0.454
0.00048 510 5490 1059169 (0.1595) ns 157 (0.1482) | ns |2 (0.0018) ns 327 0.309
0.00097| 463 52 983232 (0.2360)| ns  |186 (0.1892) | ns |0 (0.0) ns 418 0.425
0.0019 486 4701 956/172 (0.1799) ns [188 (0.1966) | ns |2 (0.0020) ns 362 0.379
0.003 488 491 979187 (0.1910) ns |223 (0.2277) | ns |2 (0.0020) ns 41 0.421
0.0078 446 488 934/203 (0.2173)| ns (250 (0.2676) | ** |0 (0.0 ns 453 0.485]
0.0156 423 453 876/151 (0.1723)) ns |153 (0.1746) | ns |0 (0.0) ns 299 0.341
0.03125 176 167] 343 38 (0.1107)| ns |57 (0.1661) | ns |1 (0.0029) ns 93 0.271
0.0625 0 0 O 0 (0.0 ns |0 (0.0) ns |0 (0.0) ns 0 0
0.125 0 0 0 (0.0 ns |0 (0.0 ns |0 (0.0) ns 0 0

Numero de alteraciones (frecuencia); Andlisis en base a la prueba de z en Cabeza y Torax, en

el Abdomen prueba de kastenbaun-Bowman; **, significativo p<0.05; ns, no significativo.
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A GG AT L LVLULMLIA UT ATl AVIVUT) UULTCHIUA UC 1ady prulipaies
subregiones corporales afectadas y las principales alteraciones puntuales
presentes en estas, a partir de larvas de Drosophila virilis expuestas a

colchicina.
CABEZA TORAX
[ [JmM celares ojos Escutelares Alas

0.00001| 83 (0.0866)| ns 0 (0.0) ns 58 (0.0605)| ns 0 (0.0) ns
0.00003{ 91 (0.0956)| ns | 0 (0.0) ns 95 (0.0998) ** 0 (0.0) ns
0.00006{ 76 (0.0788)| ns | 0 (0.0 ns 120 (0.1244)] ** 0 (0.0) ns
0.00012 66 (0.1003)| ns 0 (0.0) ns 87 (0.1322) ** 0 (0.0) ns
0.00024/131 (0.1338) ** 0 (0.0) ns 78 (0.0796)| ns 0 (0.0) ns
0.00048 90 (0.0849)| ns | 0 (0.0) ns 67 (0.0632) ns 2 (0.0018) ns
0.00097100 (0.1017)| ns 0 (0.0) ns 73 (0.0742)] ns 2 (0.0020) ns
0.00191102 (0.1066)| ns 0 (0.0) ns 89 (0.0930) ** 1 (0.0010)] ns
0.0039 88 (0.0898)| ns | 0 (0.0) ns 119 (0.1215) ** 1 (0.0010) ns
0.0078| 88 (0.0942)| ns 0 (0.0 ns 159 (0.1702) ** 4 (0.0042) ns
0.0156 85 (0.0970)| ns 4 (0.0045) ** 56 (0.0639) ns 5 (0.0057) **
0.03125| 25 (0.0728)| ns 3 (0.0087) ** 29 (0.0845)| ns 0 (0.0) ns
0.0625 10 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns
0.125/ 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns

Alteracion Numero Reducidos Ausente, “Bent” Tipo

puntual extra Posicién dif. Notch

Numero de alteraciones (frecuencia); Andalisis con base en la prueba de
Kastenbaun-Bowman; **, significativo p<0.05; ns, no significativo.




Para Drosophila hydei (Tablas X y Xl), el efecto siguio el siguiente orden: cabeza >
térax > abdomen. Al analizar por area, se encontraron alteraciones también
similares a las de D. melanogaster, como sedas orbitales ausentes, mas cortas y
dobladas ¢ tipo “bent” [0.00024, 0.03125 y 0.0625 mM], sedas ocelares ausentes
y/o reducidas [0.00003 a 0.00024 y 0.00097 a 0.0019 mM] y tambien se observd
reduccién en el tamafo de los ojos en las moscas expuestas a 0.0078, 0.03125 y
0.0625 mM; en el térax, el efecto se encontrd en la concentracién 0.0019 mM; sélo
un tipo de alteracion puntual fue significativo (humeral bifurcada o extra) y la forma
de las alas en 0.03125 mM. En el abdomen también se detectaron alteraciones en

la simetria pero, al igual que en D. virilis, el efecto no fue significativo.
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larvas de Drosophila hydei expuestas a colchicina.

Tabla X. Frecuencia de alteraciones obtenida a nivel de region corporal a partir de

Total |Frec.

[ ImM HembrasMachos[Total ICABEZA TORAX Z |ABDOMEN Alter.  Alter.
0.00001 380 420 800 44 (0.055) ns 311 (0.3887)| ns 0 (0.0) ns 355 0.444
0.00003 374 382 756/ 55 (0.0727) ns 275 (0.3637)| ns 0 (0.0) ns 330 0.437|
0.00006 36 411| 771 82 (0.1063)] ** 251 (0.3255)| ns 4 (0.0051)| ns 336 0.436|
0.00012 382 412  794] 99 (0.1246)| ** 225 (0.2833)| ns 0 (0.0) ns 324/ 0.408
0.00024 318 310 6281108 (0.1718)] ** 185 (0.2945)] ns 1 (0.0015)| ns 293 0.467
0.00048 342 401 743 29 (0.0390)| ns 269 (0.3620)| ns 0 (0.0) ns 298| 0.401
0.0009'/J 337 3300 667 86 (0.1289)| ** 234 (0.3508)| ns 0 (0.0) ns 319 0.478
0.0019 247 26! 516 64 (0.1240)| ** 233 (0.4515)] ** 1 (0.0019)| ns 297 0.576
0.0039 345 342 687 29 (0.0422)| ns 283 (0.4119)| ns 0 (0.0 ns 31 0.454
0.0078 255 243 498 34 (0.0682)] ns 157 (0.3152)| ns 0 (0.0) ns 191] 0.384
0.015 199 18 382 13 (0.0340)| ns 105 (0.2748)| ns 0 (0.0) ns 118 0.309
0.03125 50 88 138 66 (0.4782)| ** 42 (0.3043)| ns 0 (0.0) ns 108 0.783
0.0625 32 33 65 62 (0.9538) ** 8 (0.1230)] ns 0 (0.0 ns 700 1.077
0.125 o 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns 0 0

significativo.

** significativo p<0.05; ns, no

Nimero de alteraciones (frecuencia); Andlisis en base a la prueba de z, en Torax y prueba
de Kastenbaun-Bowman en Cabeza y Abdomen;
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Tabla XI. Frecuencia de alteraciones obtenida de las principales subregiones
corporales afectadas y principales alteraciones puntuales presentas en estas, a
partir de larvas de Drosophila hydei expuestas a colchicina.

CABEZA TORAX
[ JmM rb QOcelar Ojos lAlas
0.00001| 30 (0.0375) | ns 13 (0.0162) ns 1 (0.0012) ns 1 (0.0012)] ns
0.00003 14 (0.0185) | ns 40 (0.0529) | ** 1 (0.0013) ns 2 (0.0026) ns
0.00008| 40 (0.0518) | ns 42 (0.0544) e 0 (0.0) ns 1 (0.0012)] ns
0.00012 19 (0.0239) | ns |80 (0.1007) | * | 0 (0.0) ns 0 (0.0 ns
0.00024| 41 (0.0652) | ** 67 (0.1066) | ** | 0 (0.0) ns 1 (0.0015) ns
0.00048] 17 (0.0228) | ns | 12 (0.0161) | ns | 0 (0.0) ns 5 (0.0067) ns
0.00097] 18 (0.0269) | ns | 68 (0.1019) | ** | 0 (0.0) ns 2 (0.0029)| ns
0.0019 26 (0.0503) | ns | 38 (0.0736) | * | 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns
0.0039| 22 (0.0320) | ns 7 (0.0101) | ns 0 (0.0 ns 1 (0.0014)| ns
0.0078] 23 (0.0461) | ns 6 (0.0120) | ns | 5 (0.01) " 2 (0.0040)| ns
0.0156/ 10 (0.0261) | ns 2 (0.0052) | ns | 1 (0.0026) | ns 0 (0.0 ns
0.03125| 51 (0.3695) | ** 0 (0.0) ns | 15 (0.1086) | ** 5  (0.0362)) **
0.0625 51 (0.7846) | ** 0 (0.0 ns | 11 (0.1692) | ** 0 (0.0) ns
0.125 0 (0.0) ns 0 (0.0 ns | 0 (0.0) ns 0 (0.0) ns
Ausente, Acortada, Bifurcadas
Alteracion | Acortada, Ausente. Reducidos Extra
puntual “bent”

Numero de alteraciones (frecuencia); Andlisis con base en la prueba de
Kastenbaun-Bowman; **, significativo p<0.05; ns, no significativo.




A continuacién se presentan imagenes de las principales alteraciones
encontradas, Figura 8. En la Figura 9 se comparan los hallazgos en las regiones

corporales afectadas para cada mosca.

Ala “Notch” — Drosophila melanogaster Ala “Notch” — Drosophila virilis

Orbital “bent” — Drosophila virilis Orbital “bent” — Drosophila hydei
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Abdomen mal fusionado
Abdomen mal fusionado Drosophila virilis
Drosophila melanogaster

Humeral “bent” — Drosophila melanogaster Humeral “bent” — Drosophila virilis
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Escutelar “bent” — Drosophila hydei

Escutelar “extra” — Drosophila hydei

Figura 8. Principales alteraciones encontradas en la morfologia de las moscas.
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Linea Efecto en Regidn corporal

Cabeza Torax Abdomen

Drosophila
melanogaster

Drosophila
virilis

. Grado de
Drosophila efecto
hydei del compuesto

en

Figura 9.- Representacion del efecto de la colchicina en cada region corporal de las tres lineas.
1.- Poco efecto, no hay significancia en Region, Area o alteracion puntual; 11.- Efecto medio donde en Regidn, una concentracion es
significativa 6 en Area y Alteracion puntual, un tipo 0 mas de alteracién también lo es; IlI.- Efecto fuerte donde en Region mas de 2
concentraciones fueron significativas; en Area y Alteracién puntual mas de dos también lo son.
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VII. DISCUSION

Debido a que no es posible utilizar a la misma especie en todos los ambientes ni
en cualquier ubicacién geografica, la identificacion de biomarcadores que informen
de la condicién ambiental es utilizada alternativamente. En este trabajo se buscd
identificar biomarcadores de exposicion comunes a tres especies del género
Drosophila. Estos dipteros, son comunes en practicamente todos los ecosistemas,
sin embargo, es claro que en los diversos ecosistemas existen diferentes especies
y aun, distintos géneros. No obstante, es relevante identificar si los biomarcadores
expresados en una especie sumamente estudiada, como es la mosca del vinagre,
Drosophila melanogaster, responden de una manera similar en otras especies del
mismo género. Esta investigacién se enmarca en un proyecto mas amplio en el
que la intencién es identificar biomarcadores comunes cuya sensibilidad persista
incluso a nivel de familia y orden filogenético.

Los resultados obtenidos mostraron similitudes en algunos aspectos, como la
toxicidad del tratamiento para la sobrevivencia. Podemos clasificar a las especies
utilizadas por su susceptibilidad de mayor a menor grado: D. hydei > D. virilis > D.
melanogaster, en las dos ultimas, la LCso es muy cercana y no mostré diferencias
significativas en el IS recobrado para las dos especies.

En humanos, el metabolismo de la colchicina involucra a la forma 3A4 de la familia
de citocromos P450. Aunque ésta no ha sido reportada para Drosophila
melanogaster, en insectos en general se conoce de la existencia de 6 familias
(CYP6, 9, 12, 18 y 28) principalmente y el CYP4, que incluye secuencias
compartidas con vertebrados (Feyereisen, 1999). Es probable que en el género-

Drosophila, una funcién asociada con la forma 3A4 sea llevada a cabo por otra
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familia o por la accién conjunta de otras familias de citocromos P450, los cuales
pueden actuar de manera cooperativa para metabolizar las toxinas, fendmeno que
no seria raro, dado que se sabe de una alta plasticidad catalitica de estas
enzimas.

No obstante, la multiplicidad genética de la superfamilia P450 en insectos (Frolov y
Alatortsev, 1994; Dunkov et al., 1996 y 1997), existe diferente actividad de familias
de citocromos P450 en diferentes especies debido a los substratos en donde
crecen las moscas del género Drosophila (Frank et al, 1997). Al comparar la
diversidad de los citocromos de moscas del desierto como D. hydei y D.
melanogaster se ha encontrado que, si bien ambas especies de moscas son
capaces de expresar practicamente a los mismos citocromos, la proporcién de
algunos de ellos si es diferente (Wilson, 2001).

Entonces, es factible suponer que en las especies del género Drosophila su
susceptibilidad a la colchicina estara relacionada con la capacidad de estas
mismas para activar diferentes familias de citocromos P450.

Lo anterior es un elemento importante para considerar la presencia de una
actividad metabdlica y de desintoxicacién diferencial entre las tres especies.
Especificamente, la respuesta ante un compuesto extrafio, como en este caso la
colchicina, es determinada por la historia adaptativa de cada especie. Cada
especie de mosca esta adaptada a diferentes condiciones referentes a su
distribucién geografica y habitos alimenticios.

Una especie que es cosmopolita, muestra un amplio margen de actividad de las
diferentes enzimas relacionadas con la desintoxicacién para enfrentar la amplia

gama de inductores a los que estara expuesto, como seria el caso de Drosophila
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melanogaster que se reporta con una amplia distribucién en diferentes ambientes
y se alimenta de frutas en descomposicién (TDSC, 2004). No asi una especie
restringida a un habitat sumamente especializado, donde existira especificidad en
la respuesta que sea compatible para su nicho ecolégico. Se han documentado
estos casos para algunas moscas del género Drosophila, ya que algunas han
evolucionado en el tiempo a una resistencia a toxinas, como las que han
incorporado a su dieta especies de plantas con un alto contenido de toxinas, cuya
ingesta puede resultar letal para otras especies (Wilson, 2001). Las especies
cactofilicas de Drosophila, muestran una especializacion en la descomposicion
quimica de tejidos de los cactus que contienen fitotoxinas naturales y varios tipos
de alcaloides que actian como veneno para aquellas otras especies que no la
pueden metabolizar, Citocromos p450 estan involucrados en esta especializacion.
Por ejemplo, en “moscas del desierto” expuestas a extractos de cactus con
alcaloides, las familias CYP28 y CYP4 son inducidas significativamente (Wilson,
2001). La induccion de estas familias de citocromos juega un papel importante en
la adaptacion a los quimicos de plantas y también ha sido fundamental en el
desarrollo de resistencia a insecticidas (Feyereisen 1999).

Drosophla hydei, que pertenece al grupo Repleta, es un grupo de moscas con
distribucién en los desiertos de Norteamérica, se le encuentra en microclimas
formados por el tejido de los cactus en descomposicion y en su dieta ha
incorporado a los alcaloides contenidos en éstos, de manera que, incluso para su
conservacion en condiciones de laboratorio, es necesario enriquecer al medio de
cultivo con suplementos derivados de estas plantas. Esto nos habla de moscas

especializadas a ambientes especificos, e incluso a compuestos especificos para
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cada especie-planta, provocando la activacion de familias de citocromos
especificos y restringiendo en gran medida el posible uso de este recurso por las
demas familias, es decir su plasticidad. Dado que la familia de alcaloides es muy
diversa, una especializacion en uno de ellos, no significa per se resistencia a otro
tipo de alcaloides.

Si bien, Drosophila virilis es considerada cosmopolita, su presencia en ambientes
urbanos es mucho menor que la de D. melanogaster. Tiene una distribucion de
ambientes holarticos en latitudes altas de Norte América y Asia, se le puede llegar
a encontrar alimentandose principalmente de troncos en descomposicion (TDSC
2004).

De esta manera se pueden explicar los resultados obtenidos de la sobrevivencia
en las tres especies de moscas tratadas. La especie adaptada a un ambiente
restringido mostré6 mas susceptibilidad al dafio por un agente téxico que la
cosmopolita y urbana que manifesté menor efecto, como se aprecia en la mayor
sobrevivencia recobrada.

Otro aspecto que resultd similar para las tres especies fue la falta de una
respuesta lineal en todos los aspectos evaluados. Las diferentes concentraciones
se obtuvieron por diluciones sucesivas a partir de la mayor concentracion probada.
De esta manera, se garantiza que el contenido del compuesto de prueba es cada
vez menor, conforme se realizan las diluciones.

En las curvas de sobrevivencia se observd que en algunas concentraciones, la
sobrevivencia recobrada fue menor que en concentraciones mas altas. La
ausencia de una respuesta lineal es comun de la exposicién a concentraciones

bajas de genotéxicos (Ramos, 2005), probablemente debido a la gradual induccién
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de enzimas que participan en la respuesta de desintoxicacion. Con respecto a la
respuesta a bajas concentraciones de genotodxicos se considera que dos hipdtesis
son posibles, dependiendo de si la respuesta es lineal o si responde a umbrales.
En el primer caso, el efecto seria detectado por aumentos graduales en la
frecuencia del evento estudiado, que dependeria del incremento en el estimulo
aplicado, por ejemplo, la exposicion a concentraciones mayores 0 mas
prolongadas; de esta manera, la respuesta seria lineal y el efecto del tratamiento
seria detectado una vez que la frecuencia en la variable de respuesta alcanzara
diferencias significativas. Nuestros resultados muestran que la respuesta no es
lineal y mas bien se identifican concentraciones o rangos de concentraciones en
los que la tendencia de ésta cambia. Es probable que conforme la intensidad del
estimulo se incrementa, se alcancen las condiciones necesarias para inducir la
expresion de enzimas alternativas (ya sea por el tipo de enzima o por una mayor
produccién de éstas), de esta manera, aquellos organismos que no sean capaces
de inducir esta respuesta podrian mostrar toxicidad aguda y aun la muerte. Como
en toda respuesta de tipo bioldgico, también se espera la existencia de un rango
de induccién efectivo, es decir, no todos los organismos responderian de la misma
manera ante un estimulo y algunos podrian alcanzar este umbral antes que otros,
lo cual puede ser determinante de su sobrevivencia. Conforme la concentracién
aumenta, las alternativas de respuesta se reducen, hasta que todos los
organismos expuestos, finalmente mueran, como ocurrié en la concentracion mas
alta probada (Ramos et al., 2005).

Con respecto al tipo de alteracion en el desarrollo también se encontré una

respuesta similar.
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Los marcadores para cada region corporal en las tres especies fueron recurrentes,
es decir, sedas tipo (“bent”’), en mayor numero, localizadas en una posicion
diferente, los terguitos del abdomen mostrando una fusién incompleta o auln
ausentes en alguno de los hemisferios corporales, la reduccién en el tamarfo del
ojo, la presencia de muescas en el borde de las alas y otras mas que se
expresaron de igual forma en las tres especies de moscas, aunque la frecuencia
de estos eventos si fue diferente entre especies.

Durante la metamorfosis el insecto pasa de larva a adulto. Al igual que ocurrid
durante el desarrollo embrionario, la diferenciacién de las estructuras del futuro
adulto se realiza siguiendo un sentido Anterior — Posterior. Asi, la diferenciacién de
la regidon cefdlica antecede a la diferenciacion del térax y el abdomen. La
metamorfosis implica la expresiéon gradual de cascadas de informacion reguladas
por genes que coordinan a otros genes, los cuales en una accién cooperativa
forman los diferentes 6rganos del adulto. De esta manera, en una misma especie,
el efecto provocado por diferentes genotéxicos administrados de la misma manera
a larvas de la misma edad podria reflejarse en la cabeza, el térax o el abdomen,
dependiendo del tiempo en el que la concentracion necesaria para interferir con el
desarrollo actia en el blanco. Se ha propuesto que los compuestos que interfieren
con el desarrollo de los organismos (teratogenos) podrian mostrar especificidad
por ciertos érganos, sin embargo, es probable que mas bien el efecto detectado
dependa del tiempo en el que el compuesto o sus metabolitos se encuentran en el
tejido o células sensibles.

Es importante considerar que, ademas de la exposicién directa (por ejemplo, en la

dieta) a un genotoxico, la exposicién indirecta también afectara la respuesta. Una
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vez que el compuesto es ingerido por las larvas, parte de éste es metabolizado y
eliminado, ya sea por excrecioén o por acumulacion en los tejidos grasos que son
abundantes en los insectos inmaduros. Al iniciar la metamorfosis, el tejido larvario
es lisado y la energia contenida en él es utilizada para sostener la diferenciacion
del tejido imagal, lo que alarga el periodo de exposicion a los compuestos
(Dietrich, 1965).

En Drosophila melanogaster, la cabeza y el térax fueron las estructuras mas
afectadas, esto quiere decir que al momento de exponer las larvas fue suficiente
para que el compuesto llegara hasta estos blancos, en Drosophila virilis el efecto
del compuesto fue mayor en la regién cefdlica, aunque también se expresé en la
region del térax; el caso mas extremo fue el de Drosophila hydei donde solo la
region de la cabeza se vio afectada. Si bien la actividad metabdlica de las tres
especies varia por el tipo de ambiente en el que habitan, también es probable que
la edad estimada como el tercer estadio en las dos especies alternativas no haya
sido el equivalente. El criterio utilizado fue la proporcién del tercer estadio larvario
de D. melanogaster, el cual corresponde al ultimo tercio de la fase de larva. Una
vez establecido el ciclo de vida de D. virilis y D. hydei, se establecié al dltimo tercio
del desarrollo larvario como el tercer estadio larval. Se eligié este criterio porque la
larva de Drosophila no muestra cambios morfolégicos aparentes que permitan otro
tipo de clasificacion de las mudas larvarias. Asi, una diferencia de algunas horas
en el inicio del disparo hormonal que conduce a la metamorfosis pudo ser decisivo
de que el efecto se localice en alguna regién corporal en particular.

En la proliferaciéon de los discos imagales e histoblastos, que son los primordios

celulares que daran origen al adulto, la colchicina pudiera estar causando células
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aneuploides y/o micronucleadas, afectando el ritmo del ciclo celular, que sin tener
necesariamente un efecto de muerte celular provocaria que las cascadas de
expresion génica se vean alteradas en estas células; el efecto seria mas notable si
llegase a afectar e interferir con la expresiéon de genes que producen proteinas
que coordinan la actividad de otros productos génicos.

La proliferacién de las células de los discos imagales alcanza un maximo después
del tercer estadio y termina a las 24 h de formado el puparium en el caso de D.
melanogaster, por lo que la presencia de la CO en el ambiente celular pudo
afectar claramente esta actividad, conduciendo a errores en la diferenciacion de
las células y mas adelante, de los 6rganos del adulto (Ramos, 2005).

Varias de estas actividades afectadas tienen como consecuencia directa la
modificacidn en la comunicacion celular-expresion genética, que en el proceso del
desarrollo puede llevar a la muerte o a la modificacién del patrén, segun el grado
del dafio. Poco a poco se han ido descubriendo los genes blancos que son los
responsables de la formacion del patrén de varias estructuras (Thompson et al.,

1982; Martinez y Stewart 2002).

Un aspecto que apoya el planteamiento de una organizacién similar de las moscas
de las especies estudiadas se observd en que biomarcadores como el ala tipo
“Notch” (presencia de muescas en el borde de las alas), que en D. melanogaster,
muestran expresividad variable, también mostraron variacién en el grado de
expresion en D. virilis y D. hydei. (Garcia-Bellido y Dapena, 1974; Garcia-Bellido y
Merriam, 1971a y b). En los dipteros méas evolucionados, las sedas estan en un
arreglo especifico (Calleja et al., 2002) que ha sido utilizado com<3 modelo en el

estudio de la biologia del desarrollo y también podria ser usado como marcador
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teratogénico, ya que el patron de posicion de las sedas puede ser alterado por
factores ambientales.

Los contaminantes en el agua dulce cominmente se encuentran a
concentraciones muy bajas para causar una muerte rapida. La muerte es siempre
precedida por sintomas menores o malfunciones, y una mayor preocupacion en
ecologia es la frecuencia y la extension a los cuales las plantas y animales pueden
sobrevivir el impacto de la contaminacion. Estos efectos subletales pueden ser
observados en organismos a nivel bioquimico, fisiolégico, ciclo de vida o
desarrollo (De la vega, et al., 1997).

Independientemente de la distribucion de cada especie de Drosophila, estos
marcadores pueden ser utilizados por lo menos en el género Drosophila, el cual
tiene una distribucién cosmopolita y ocupa varios ambientes, por lo que puede ser
de utilidad para sefalar la presencia de agentes con actividad genotdxica en el

ambiente.
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Vill. CONCLUSIONES

1.- Los principios basicos del desarrollo permiten utilizar diversos organismos para
el biomonitoreo ambiental, ampliando las expectativas para alcanzar metodologias
aplicables al monitoreo in situ.

2.- El genero Drosophila es un buen punto de partida para comparar el modelo
ampliamente estudiado de Drosophila melanogaster

3.- Es importante tomar en cuenta la plasticidad genética de los insectos, para
adquirir resistencia a diferentes compuestos téxicos.

4. La intensidad de efecto provocado por el tratamiento, depende del metabolismo
asociado a los organismos utilizados como bioensayos.

5.- Drosophila virilis y Drosophila hydei, presentan marcadores comunes con

Drosophila melanogaster.
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